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1 INTRODUÇÃO 
 
 Há muito tempo o tema fungos e micotoxinas tem sido motivo e 
preocupação na indústria a nível mundial. O impacto negativo das 
mesmas sobre o desempenho animal é significativo, seja de maneira 
direta, afetando os órgãos envolvidos nos processos de digestão e 
absorção de nutrientes ou de maneira indireta, atuando sobre o sistema 
imunológico, tornando os animais menos resistentes às doenças.  Quanto 
mais jovens estes animais, maior a sensibilidade. 
 O uso de silagens em nutrição de ruminantes é uma prática 
comum. Devido à necessidade de ingestão de alimentos ricos em fibras, 
é uma boa alternativa principalmente em épocas de estiagem ou de 
muita chuva, onde o pasto encontra mais dificuldade de crescer e torna-
se indisponível. 
 Várias plantas são utilizadas para a fabricação das silagens 
sendo as mais comuns: milho planta inteira, milho grão úmido, sorgo, 
aveia. Também são produzidas silagens de pastagens como azevém, 
tifton e feno. 
 Estas matérias primas devido ao seu processamento e 
principalmente ao seu armazenamento podem estar sujeitas a 
contaminação por micotoxinas tais como aflatoxinas (AFLs), 
fumonisinas (FBs), zearalenona (ZON) dentre outras. Elas podem vir a 
contaminar os animais que a consomem e até mesmo ao homem como 
no caso a aflatoxina B1 que é biotransformada em aflatoxina M1 (AFM1) 
e pode ser excretada no leite. 
 A metodologia utilizada para análises dessas toxinas mais 
utilizada são baseada na cromatografia liquida (CL), tanto por camada 
delgada quanto de alta eficiência (CLAE) utilizando diversos detectores. 
Além desses, métodos rápidos como enzyme linked immunoassay 
(ELISA) e lateral flow immuno-afinity (LF-IAC). Atualmente um 
método muito utilizado na indústria para avaliar os constituintes de 
alimentos é a utilização do near-infrared spectroscopy (NIR). Desta 
forma, esse passa a ser também uma possibilidade para análise de 
micotoxinas. 
 A análise por NIR oferece vantagens em relação a outros 
métodos, como  custo menor, não destrói a amostra,  não gera resíduos, 
não utilização de reagentes e maior rapidez. A rapidez do resultado sem 
dúvida é o maior benefício para a  industria pois agiliza a tomada de 
decisão da forma de utilização do ingrediente.  
 Considerando que é alta a probabilidade de silagens de milho 
serem contaminadas com micotoxinas, sendo sua utilização uma prática 
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comum de produtores de leite, bem como a necessidade de 
desenvolvimento de método para análise de AFLs na matéria prima 
(milho em grão), este trabalho teve como objetivos avaliar a incidência 
da contaminação por AFLs, FBs e ZON em silagens de milho utilizada 
na alimentação de bovinos de leite da região Sul e desenvolver método 
rápido para determinar AFLs por NIR em milho em grão.  
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
2.1 PRODUÇÃO DE SILAGENS 
 
 Silagem é a forragem verde, suculenta, conservada por meio de 
um processo de fermentação anaeróbica, sendo armazenadas em silos. 
Ensilagem é o processo de cortar a forragem, colocando no silo, 
compactando e protegendo com a vedação  para que haja a 
fermentação.  Quando preparada corretamente, o valor nutritivo da 
silagem é semelhante ao da forragem verde. De acordo com Neumann 
(2010), a ensilagem não melhora a qualidade das forragens, apenas 
conserva a qualidade original. 
 O objetivo da ensilagem é minimizar as perdas de matéria seca 
(MS) e de energia e manter a qualidade da fração protéica da forrageira 
durante a estocagem. Para tal, a ocorrência de um processo de 
fermentação eficiente é fundamental (DEMINICIS et al.,2009).  
 
2.1.1 Tipos de Silagem 
 
 Segundo Costa et al (2011) a planta para ensilagem deve 
apresentar alta produtividade, teor de massa seca em torno de 32 a 37%, 
alto teor de carboidratos solúveis e baixo poder tampão para facilitar o 
abaixamento do pH no interior do silo favorecendo sua conservação, 
aceitabilidade e digestibilidade. No Brasil, as maiores produções são de  
silagens de: 
a) Silagem de Milho: o milho é o cultivar mais indicado para a 
produção de silagens pois possui elevado teor nutritivo. O corte do 
milho deve ocorrer aos 102 a 119 dias após o plantio, quando a planta 
apresenta teor de Matéria Seca entre 30 a 35% e boa quantidade de 
grãos. Para a produção desta silagem a planta é colhida e 
automaticamente já é picada em tamanho de 1 a 2 cm para 
posteriormente ser compactada.  
b) Silagem de Sorgo: também bastante utilizada. Seu valor 
nutritivo é de cerca de 80 a 90% da silagem de milho. Tem como 
vantagem maior resistência a seca e menos exigente em relação a 
fertilidade do solo. 
c) Silagem de capim elefante: dentre as gramíneas o capim 
elefante é o mais utilizado para produção de silagem. Seu valor nutritivo 
é bem inferior aos da silagem de milho e sorgo, por isso quando 
utilizada deve-se suplementar a dieta com energia e proteína (BARROS 
,2011). 
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2.1.2 Uso de silagem na alimentação bovina 
 
 O uso de silagens em nutrição de ruminantes é muito comum. 
Devido à necessidade de ingestão de volumoso, é uma boa alternativa 
principalmente em épocas de estiagem ou de muita chuva, onde o pasto 
encontra mais dificuldade de crescer e torna-se indisponível. 
  
A tecnologia “silagem de planta 
inteira” e um alimento de composição 
química relativamente homogênea e 
como na pratica seu fornecimento aos 
animais pode ser controlado, através 
de seu uso estratégico nos períodos de 
escassez, evita-se o grande problema 
da pecuária bovina brasileira que e o 
da sazonalidade da produção, seja de 
carne ou leite (NEUMANN,2010). 
 
O uso de silagem de milho contribui para: a) aumentar o 
consumo da forragem e da dieta total; b) diminuir o custo da 
alimentação pois produz mais leite ou carne por kg de concentrado 
usado e reduz a densidade energética e protéica do concentrado; c) 
viabilizar o potencial genético dos animais, pois aumenta a produção no 
pico da lactação; d) melhorar a qualidade do leite e da carne; e) otimizar 
a fermentação e a saúde do rúmen; f) melhorar o desempenho 
reprodutivo (NEUMANN,2010). 
Além disso, a utilização de silagens auxilia na diminuição dos 
custos de produção, pois apresentam alto valor nutritivo, o qual auxilia 
na produção de leite em períodos de estiagem. É adequada para animais 
criados em sistema de confinamento (RODRIGUES.,et al, 2002). 
 
A composição bromatológica de silagens de milho encontra-se 
na Tabela1. 
23 
 
Tabela 1 Composição centesimal média de silagem de milho controle e inoculada (porcentagem com base na MS) 
SILAGEM MS PB EE MM FB FDN FDA Amido Ca P 
Milho 
(controle) 
29,03 9,43 2,91 3,71 22,12 53,26 30,31 24,95 0,32 0,15 
Milho 
(inoculada) 
28,21 9,85 3,01 3,78 21,87 49,63 29,96 26,86 0,36 0,16 
(MS) massa seca; (PB) proteína bruta; (EE) extrato etéreo; (MM) matéria mineral; (FB) fibra bruta; (FDN) fibra detergente 
neutra; (FDA) fibra detergente ácida; (Ca) cálcio; (P) fósforo.  
Fonte: adaptado de RODRIGUES, et al, 2002 
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Desta forma, a utilização de silagens é uma prática bastante 
utilizada por produtores de leite, principalmente da região central e sul 
do Brasil. 
 
2.1.3 Processo de ensilagem 
 
O processo de ensilagem consiste em cortar a forragem no 
campo, picá-la em pedaços de 2 a 3 cm e ir colocando a forragem picada 
no fundo do silo. A cada camada colocada o material deve ser 
compactado. A compactação bem feita é um dos segredos da boa 
ensilagem. Ela serve para expulsar o ar de dentro da massa de forragem. 
A presença de ar prejudica a fermentação, e é por isso também que é 
importante vedar   bem o silo depois de cheio. A última camada deve ter 
forma abaulada e, no caso do silo-trincheira, ela deve ser acima da 
superfície para que a água da chuva não fique parada em cima do silo e 
possa escorrer para fora deste (CARDOSO e SILVA, 1995). 
 
a) Tipos de silos para silagens 
 
O silo é a estrutura física onde a planta picada é armazenada. 
Não deve permitir a entrada de ar ou água. A entrada de ar é evitada pela 
compactação e uso de lonas. Seu tamanho e tipo se adéquam as 
necessidades da propriedade. Os silos mais freqüentemente utilizados 
são os horizontais do tipo trincheira (Figura 1), de superfície (Figura 2) 
e tipo “tubo” ou “bag” (Figura.3) (COSTA et al, 2011). 
 Os silos devem ser construídos próximos do local onde serão 
alimentados os bovinos, evitando-se assim trabalho e custo com o 
transporte diário de silagem.   
O silo-trincheira (Figura 1) tem forma trapezoidal, 
correspondendo a base menor (b) ao fundo do silo. Para cada metro de 
altura do silo, a base maior (B), ou seja, a largura do topo deve ter, no 
mínimo, 0,5 m a mais do que a largura do fundo, para que a inclinação 
da parede lateral seja de pelo menos 25%. A altura (A) ou profundidade 
do silo pode variar de acordo com as condições do terreno e poderá ser 
de, no mínimo, 1,5 até 3,0 m (CARDOSO e SILVA, 1995).  
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Figura 1. Silo tipo trincheira. Fonte: www.milkpoint.com.br (2011) 
   
 O silo de superfície (Figura 2) é feito em cima do solo, sem 
qualquer escavação ou construção, e também tem formato trapezoidal, 
só que, neste caso, a base maior (B) é o fundo do silo, próximo ao solo e 
a base menor o topo. A altura (A) pode variar de 1,2 a 1,5 m.  O fundo 
do silo deve ter uma leve declividade para o lado da "boca de 
descarregamento" para que a umidade escorrida da silagem (o 
"chorume") escorra para fora. Deve ainda haver valetas ao redor do silo 
para evitar que a água da chuva entre no silo e apodreça a silagem 
(CARDOSO e SILVA, 1995). 
 
 
Figura 2. Silo tipo superfície. Fonte: www.beefpoint.com.br (2011) 
 
No silo de superfície a forragem picada é colocada sobre uma 
camada de palha (que serve para drenar a umidade da silagem e impedir 
o contato do solo com a forragem). A cada camada colocada deve-se 
compactar o   material. Vão se sobrepondo as camadas até atingir uma 
altura média de 1,5 m na parte central. As bordas são mais baixas, dando 
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então o formato abaulado ao silo (CARDOSO e SILVA, 1995; 
RODRIGUES et al,2002).   
Nos dois tipos de silo, após a última camada de forragem, é 
colocada uma lona preta cujas beiradas são presas em valetas ao lado do 
silo. Sobre a lona é adicionada uma camada fina de terra, para ajudar na 
compactação e expulsão do ar da superfície. É aconselhável que, ao final 
de cada dia de trabalho, a massa já colocada no silo seja coberta com 
lona, de maneira a não molhar com uma chuva ocasional. Ao final, o 
importante é que tenha havido uma boa compactação da silagem e boa 
vedação do silo (PEREIRA, 2006).   
 O silo tipo tubo ou bag é constituído por uma lona plástica que 
após compactada a silagem é vedado. É mais utilizado para silagem de 
grão úmido e devido ao custo de processamento são indicados para 
propriedades que conservam grande volume de silagem (COSTA et al, 
2011).  
 
   
Figura 3. Silo tipo bag. Fonte: www.revistaplantiodireto.com.br (2011) 
 
 
Aproximadamente 40 dias após o fechamento do silo, a silagem 
poderá ser fornecida aos bovinos. Se tiver sido bem feita e o silo não for 
aberto, a silagem pode conservar-se por mais de 1 ano. Uma vez aberto 
o silo, a cada dia deve ser retirada uma fatia de no mínimo 15 cm 
(CARDOSO e SILVA, 1995).   
 
b) Características dos ingredientes 
 
No processo de ensilagem o princípio de conservação da forragem é 
a redução do pH (aumento da acidez) pela fermentação dos açúcares 
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solúveis da planta. Assim sendo, as melhores forrageiras para ensilagem 
são aquelas com elevado teor de açúcares solúveis. Este é o caso do 
milho e do sorgo, as melhores culturas para ensilagem. Os capins 
geralmente têm baixo teor de açúcares e não são indicados, mas há uma 
exceção: o capim-elefante ( da variedade Napier, Cameroon, Taiwan, 
Mineiro e outros), que por ter bom teor de carboidratos solúveis pode 
dar silagem de boa qualidade. As leguminosas, por resistirem ao 
aumento da acidez (têm alto poder tampão) não são apropriadas para 
serem ensiladas sozinhas. A cana-de-açúcar, apesar do alto teor de 
carboidratos solúveis, geralmente não dá uma boa silagem, pois tende a 
possibilitar a fermentação alcoólica e, com isto, há muita perda de 
material. Entretanto, em silagens de milho, sorgo ou capim-elefante 
pode-se adicionar até 20% de leguminosas para melhorar seu valor 
protéico ou, pode-se adicionar 20% de cana picada em silagem de 
capim-elefante maduro, com menos umidade, para melhorar as 
condições de fermentação (CARDOSO e SILVA, 1995). 
 
2.2  PERDAS E PROBLEMAS NA CONSERVAÇÃO DAS 
SILAGENS  
 
 Os maiores problemas na produção das silagens está no tempo 
utilizado  no enchimento do silo, na compactação e vedação do silo. O 
silo deve ser planejado de forma a não levar mais do que 3 dias para 
enchê-lo por completo pois períodos longos podem comprometer a 
fermentação e a silagem começa a apodrecer (JOBIM et al, 2007). 
 A compactação deve ser bem feita eliminando ao máximo o ar 
presente. Desta forma ocorre a fermentação anaeróbica com o objetivo 
de restringir a respiração celular, que continua ocorrendo após o corte da 
forrageira, e fornecer as condições adequadas para o desenvolvimento 
de bactérias produtoras de ácido lático. Os ácidos produzidos pela 
fermentação de substratos presentes na planta reduzem o pH da massa 
ensilada, inibindo a ação de enzimas e de microrganismos capazes de 
promover a sua deterioração. O tamanho da partícula e o conteúdo de 
massa seca influenciam na expulsão do ar e conseqüentemente na 
compactação da silagem. Forragens com alto conteúdo de massa seca 
(MS) apresentam a compactação dificultada e as forragens com mais de 
60% de MS geralmente não permitem uma compactação adequada. 
Quanto ao tamanho de partícula, é indicado que a forragem seja triturada 
ao tamanho médio de 2- 2,5 cm. Em regra, as silagens que apresentam 
entre 600kg/m
3
 a 800 kg/m
3
 são consideradas adequadamente 
compactadas, porque, geralmente, não contêm quantidade de oxigênio 
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residual suficiente para prejudicar o processo de fermentação 
(CARDOSO e SILVA, 1995). 
 
2.3 FATORES QUE FAVORECEM O DESENVOLVIMENTO 
FÚNGICO E DE MICOTOXINAS 
 
 De acordo com Souza, Novinski e Schmidt (2011) fatores como 
pragas na lavoura, processo inadequado de ensilagem (compactação 
insuficiente, vedação deficiente) e manejo do silo podem contribuir para 
o desenvolvimento de fungos filamentosos, que quando submetidos a 
estresse produzem compostos tóxicos denominados micotoxinas. As 
micotoxinas sabidamente causam danos aos animais, sentidos 
principalmente na reprodução e produtividade. As toxinas mais comuns 
encontradas nos alimentos para animais são aflatoxinas (AFLs), 
zearalenona (ZON) e fumonisinas (FBs). Os três fungos principais 
produtores das micotoxinas são: Aspergillus, Penicillium e Fusarium 
Os fungos toxigênicos podem crescer tanto no campo, durante a 
colheita e estocagem, devido à vários fatores, sendo estes denominados 
fatores intrínsecos (quando inerentes ao substrato) e fatores extrínsecos 
(quando inerentes aos fatores que envolvem o substrato). Os mais 
importantes dentre eles, que levam a formação dos fungos são: conteúdo 
de umidade, umidade relativa do ar, temperatura, microclima e substrato 
(SCUSSEL, 1998). 
 
a) Umidade: em termos de umidade os fungos são classificados como: 
fungos de campo – aqueles que ocorrem no campo, invadem produtos 
com conteúdo de umidade de 22-23% e em umidades de 90-100%; 
fungos de estocagem – aqueles que, na estocagem, invadem produtos 
com conteúdo de umidade de 15% em ambiente com umidade relativa 
de 70-90%. O Aspergillus flavus é classificado como de estocagem, 
porém, está na categoria overlaping, ou seja é tanto fungo de campo 
quanto de estocagem. Ele requer para seu crescimento umidade relativa 
de 80-90% (SCUSSEL, 1998). 
b) Umidade relativa: dependendo da umidade presente no alimento e da 
umidade presente no ambiente, haverá ganho ou perda de umidade do 
produto, favorecendo ou impedindo a proliferação de fungos. A 
umidade relativa mínima para o desenvolvimento é de 70% sendo ótima 
a 80-85%, contudo eles também podem crescer a UR de 90-100% 
(SOUZA, 2003) 
c) Temperatura: segundo Scussel (1998) a temperatura tem menor 
influência do que a umidade no desenvolvimento fúngico e na produção 
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de micotoxinas. Os fungos se desenvolvem bem a temperaturas de 20 -
30°C. 
d) Microclimas: a composição dos gases atmosféricos tem grande 
influência no crescimento fungico e formação das micotoxinas. A 
presença de grandes quantidades de CO2 e N2 inibem o crescimento e 
formação das toxinas. Ambientes com 20% de CO2 inibe a formação de 
micotoxinas. Já ambientes com mais de 40% de CO2 tem o crescimento 
fúngico e formação da micotoxina inibidos (LAZZARI,1993). 
e) Substrato: o substrato tem papel importante no desenvolvimento 
fúngico e na formação de micotoxinas, seja como sendo fonte de 
microminerais ou como fontes de energia. A faixa de pH ótima é de 5 a 
6 (SOUZA,2003). Segundo Scussel,1998 alimentos ácidos ou que estão 
iniciando ou já estão fermentados, são ótimos substratos para a 
proliferação de fungos e produção de toxinas. 
  
2.4 PRODUÇÃO DE AFLATOXINA M1 
  
As aflatoxinas (AFLs) são produzidas por fungos do 
filamentosos do Aspergillus, principalmente A. flavus, e A. parasiticus 
(HUSSAIN et al., 2010), são consideradas compostos altamente tóxicos, 
cancerígenos e mutagênicos (FALLAH et al., 2011). Seu 
desenvolvimento ocorre especialmente em grãos como milho, trigo, 
amendoim, aveia, que são muito utilizados como ingredientes de rações 
animais. As toxinas mais importantes são as aflatoxinas B-blue: AFB1 e 
AFB2 e as G-green: AFG1 e AFG2 (Figura 4). 
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AFB1 AFB2 
  
  
AFG1 AFG2 
Figura 4. Estrutura química das aflatoxinas B1, B2, G1, G2. Fonte:SCUSSEL et 
al. (2011) 
 
A aflatoxina B1 (AFB1) é a micotoxina a que se tem dado maior 
importância, uma vez que pode passar para o leite quando presente na 
dieta das vacas em determinados níveis e tem efeito cancerígeno. Ao 
ingerir alimentos contaminados com a AFB1 a mesma é absorvida no 
trato gastrointestinal, passando para a corrente sanguínea e transportadas 
até o figado. No figado ocorre a biotransformação por um complexo 
processo, formando derivados hidrossolúveis, sendo o principal a 
aflatoxina M1 (AFM1) (Figura 5), que é excretada por fluídos corporais, 
seja no leite ou urina. Assim, a AFM1 presente no leite e produtos 
lácteos é resultado direto do consumo de alimentos contaminados com 
AFB1. Nos animais em lactação, de 1,0 a 3,0% da AFB1 ingerida é 
transformada, em algumas horas após, em seu derivado hidroxilado 
(AFM1) (ARAUJO,1999). Para Neal et al. (1998) a taxa de conversão da 
AFB1 para a AFM1 varia de 0,5 a 5%. Já para Creppy (2002), a taxa de 
biotransformação da AFB1 varia de 0,3 a 6,2%.  
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Figura 5. Transformação de AFB1 na ração para AFM1 no leite por hidrólise. 
Fonte:SCUSSEL et al. (2011) 
 
1.1. 2.5  EFEITOS DAS MICOTOXINAS EM RUMINANTES 
 
      A algum tempo atrás, pensava-se que os ruminantes pouco 
eram afetados pelas micotoxinas, porém pesquisas recentes dos efeitos 
das toxinas nos animais mostram que dificilmente um ruminante  é 
levado a óbito, mas seus efeitos prejudiciais são evidentes nos 
problemas reprodutivos e de produtividade. As micotoxinas mais 
comuns são as Aflatoxinas, a Zearelonona, o Deoxinevalenol (DON), a 
Fumonisina, a Ocratoxina e a Toxina T2 (JOBIM et al, 2001) 
Nas vacas, os efeitos das micotoxinas são variáveis mas, na 
maior parte das vezes ocorre uma quebra de produção mais ou menos 
associada a uma diminuição na ingestão. Os sintomas podem incluir: 
diarréia intermitente (por vezes ensanguentada e de cor escura), redução 
ingestão ou mesmo recusa em comer, pêlo áspero, perda de peso, quebra 
de produção, aumento da incidência de abortos ou morte embrionária, 
cios silenciosos, ciclos éstricos irregulares, manifestação de cio em 
vacas gestantes e diminuição da taxa de concepção. Por vezes, pode 
também haver um aumento de distúrbios digestivos, metabólicos e 
reprodutivos como deslocamento de abomaso, cetoses, fígado gordo, 
retenção de placenta e metrites, e maior incidência de mastites. Em 
casos mais ligeiros aparecem apenas alguns destes sintomas, em casos 
mais severos podem aparecer vários. Porém, estes sintomas não são 
específicos, pelo que o diagnóstico é difícil. A agravar ainda mais esta 
dificuldade, pode haver intoxicação por várias toxinas e interação com 
outros fatores. Muitos estudos indicam que a presença de micotoxinas é 
freqüente em todos os alimentos utilizados pelos animais, incluindo 
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silagens e fenos. Porém, a interpretação dos resultados analíticos tem 
que ser cautelosa, devendo-se ter em conta o nível de incorporação na 
dieta dos alimentos mais contaminados. Assim, o nível de toxinas 
presente na matéria seca da dieta total é o elemento de informação mais 
importante a ter em conta (GIMENO,2011). Na Figura 6 estão descritas 
principais alterações provocadas por micotoxinas em bovinos de leite. 
 
 
Figura 6. Efeito das micotoxinas na bovicultura.  
Fonte: www.nutrifarma.ind.br (2013) 
 
2.5.1 Prevenção 
 
 A prevenção de todos estes problemas passa essencialmente por 
evitar que as micotoxinas se formem nos alimentos. No caso das 
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silagens e fenos, a prevenção começa no campo mantendo as plantas 
saudáveis e reduzindo os fatores de stress como sejam níveis de 
umidade e de fertilização adequados. Sabe-se que em anos mais secos, 
os níveis de toxinas aumentam (GIMENO,2011). 
Seguir as boas práticas de ensilagem são fundamentais para 
obter e manter a qualidade das silagens. Dentre as boas práticas temos: 
fazer uma boa compactação e fechar muito bem o silo; não ensilar 
plantas que estejam caídas; usar aditivos sejam eles estimulantes 
(inoculantes e enzimas) ou inibidores da fermentação (ácido propiônico, 
acético, cítrico e sórbico) quando a silagem de milho apresenta um teor 
de matéria seca muito baixo (<22%) ou muito alto (>35%) ou quando a 
ensilagem ocorre com temperaturas elevadas; limpar os silos antes da 
colheita da forragem; inspecionar freqüentemente os silos e, caso haja 
buracos, tapá-los e consumir logo que possível essa silagem.; depois de 
abertos os silos, consumir diariamente uma fatia de 10 cm pelo menos e 
retirar apenas a silagem necessária para aquela refeição. O material 
utilizado para desencilhar deve cortar e não arrancar a silagem para 
evitar a entrada de ar no silo e limpar os equipamentos usados na 
colheita, armazenamento e distribuição dos alimentos imediatamente 
após serem usados (TORRES e MORGADO, 2011). 
 
2.5.2  Tratamento 
  
      As micotoxinas são moléculas bastante estáveis, não sendo 
destruídas por temperaturas utilizadas nos processo de fabricação de 
ração ou pasteurização e esterilização do leite. Assim, a única forma de 
prevenir a liberação da AFM1 no leite é evitando a contaminação dos 
alimentos por aflatoxinas. Sendo assim, todas as medidas que possam 
reduzir a formação de fungos nas plantas, durante o crescimento na 
lavoura ou na fase de armazenamento (grãos ou silagens) reduzem a 
ocorrência das micotoxinas (SHEPERD e KUNG, 1996). 
Os alimentos contaminados com bolores não devem ser dados 
aos animais. Se isso não for possível, deve-se então diluir esse alimento 
contaminado com outros que não estejam. O uso de materiais 
adsorventes pode atenuar os efeitos negativos das toxinas. Estas 
substâncias podem atuar de duas formas: ligando-se às toxinas, 
arrastando-as para o exterior através das fezes ou “quebrando” a 
estrutura das micotoxinas, transformando-as em compostos não 
perigosos. Muitos produtores de leite relatam melhoria significativa no 
desempenho reprodutivo dos animais com a utilização de adsorventes de 
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micotoxinas nas rações, embora raramente a presença da micotoxina 
tenha sido realmente determinada (CHRISTOPHER, 1993). 
 A amoniação (com hidróxido de amônia ou amoníaco gasoso) 
dos alimentos é um método de tratamento que pode destruir algumas 
toxinas, mas é caro e requer equipamentos e precauções especiais. Por 
outro lado, não é prático para forragens. Na dieta, devemos reforçar os 
agentes antioxidantes (SCUSSEL, 1998). 
 
2.6  MÉTODO DE AMOSTRAGEM DE SILAGENS 
 
A amostragem de silagens de milho é muito importante para a 
correta interpretação da real qualidade. Várias são as sugestões 
propostas mas todas elas ressaltam a importância da mesma ser 
representativa. 
A coleta de amostra de silagem deverá ser feita pela remoção de 
uma coluna de 0,15m de profundidade por 0,30m de largura na face 
aberta. A silagem deve ser misturada, colocada em um saco plástico, 
fechada e acondicionada hermeticamente para remover o ar 
(CBAA,2009). 
Já Jobim et al em 2007 recomenda que as amostras sejam 
tomadas em pontos que contemplam toda a superfície do painel. 
Posteriormente estas amostras formarão a amostra compostas par as 
análises desejadas. O número de amostras adequado varia em função do 
parâmetro a ser avaliado.  
Pereira (2006) enfatiza que a amostra deve ser coletada de 
diferentes pontos do painel (frente do silo) após ter sido retirada a 
primeira camada. Deve ser coletadas várias amostras e misturadas, 
formando uma amostra composta. Em seguida deve ser congelada e 
enviada ao laboratório (JOBIM et al,2007). 
Já a recomendação do Laboratório de Micotoxinas da 
Universidade Federal de Santa Maria para o sistema de amostragem 
(2011), é que a coleta seja efetuada retirando de 200 a 500g em 2 pontos 
por m
2
. Depois a amostra deverá ser homogeneizada em superfície 
limpa e após retiradas 2 kg para envio ao laboratório. 
Neumann (2010)  diz que a amostra não deve ser coletada com 
a mão, mas sim com auxílio de concha ou instrumento similar 
desinfetado. A silagem deve ser coletada em vários pontos do painel do 
silo exposto à desensilagem. Após deverá ser homogeneizada para a 
formação de amostra única. Também cita que o ideal é a amostra ser 
amostrada por ocasião do fornecimento aos animais. Por fim, cita que o 
procedimento adequado recomenda que a amostragem tenha origem em 
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vários locais do silo, desprezando-se os pontos que venham a conter 
silagem deteriorada, localizada via de regra, nas porções de superfície e 
bordas do silo. Desta forma, as coletas devem ser realizadas no mínimo 
a 30 cm das paredes e superfície do silo. Os pontos para coleta vão 
depender do tipo de silo a ser amostrado, ou seja silo tipo trincheira, 
superfície e silo-bags. A Figura 7 representa os locais indicados para 
coleta. A superfície não deve estar exposta a muito tempo e se isso 
acontecer, coletar posterior a face exposta ao ar. Depois homogeneizar e 
retirar amostra composta contendo aproximadamente 2 kg. Colocar em 
saco plástico limpo, retirar a maior parte do ar, identificar e enviar ao 
laboratório congelada ou com a maior brevidade. O objetivo é conservar 
a amostra na forma estável e que facilite a obtenção de amostras 
representativas para a análise. 
 
Figura 7. Indicação dos pontos de coleta nos tipos de silo: (a) trincheira, (b) 
superfície e (c) Bag. Fonte do autor 
  
Segundo Neumann (2010) quando a coleta da silagem for 
realizada nos comedouros, ela deverá ocorrer por ocasião do 
fornecimento do alimento aos animais. Estes deverão estar limpos antes 
de depositada a silagem. Devem estar protegidos de chuva e serão 
amostradas pequenas porções de cada comedor totalizando cerca de 5 kg 
de silagem. Esta é uma forma bastante representativa da silagem no silo 
visto que a quantidade consumida por cada animal é bastante 
significativa. 
 
2.7 METODOLOGIA ANALÍTICA PARA MICOTOXINAS 
 
 Constantemente novos métodos analíticos surgem ou são 
melhorados com intuito de identificar e quantificar as micotoxinas em 
níveis cada vez menores. Na maioria das vezes, a indústria busca utilizar 
métodos rápido visando a imediata tomada de ação. Já os centros de 
pesquisa e laboratórios prestadores de serviço utilizam os métodos 
cromatográficos. 
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2.7.1 Rápidos 
  
 Considera-se métodos rápidos aqueles que requerem pouco 
investimento em equipamentos, reagentes e material de consumo. Estes 
métodos por serem mais simples não necessitam de mão-de-obra 
especializada (MALLMANN et al, 2011). Os métodos mais utilizados 
são: 
 
a) ELISA: método imunoenzimática: este método tem por princípio a 
extração da micotoxina com solvente e posterior reação antígeno 
anticorpo. A micotoxina livre na amostra e os controles competem com 
a micotoxina enzimomarcada (conjugado) pelos sítios de adsorção dos 
anticorpos. Posteriormente é lavado e adicionada um conjugado para 
desenvolvimento da cor. A concentração se dá através da densidade 
ótica desenvolvida e lida em espectrofotômetro. A Figura 8 demonstra 
as etapas da análise por ELISA (AMARAL e MACHINSKI, ,2006). 
.
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Figura 8. Modo de reação enzimática da análise de micotoxinas  por ELISA. 
Fonte: Neogen (2011). 
 
b) Fluxo Lateral  (Lateral Flow Strips): a micotoxina extraída é eluída 
pela fita que contém os anticorpos. Ao encontrar os anticorpos, 
desenvolve-se a coloração da linha de anticorpos. Se duas linhas 
aparecem, então considera-se o resultado positivo para o limite de 
quantificação estimado. Várias são as marcas disponíveis no mercado. 
Algumas são apenas qualitativas e outras quantitativas através da leitura 
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da intensidade da linha positiva (MOLINELLI et al, 2008). Na Figura 9 
temos um exemplo de tiras de lateral flow disponíveis no mercado 
brasileiro.  
 
 
Figura 9. Tiras de lateral flow para análise de micotoxinas.  
Fonte: Charm® Science Inc.,(2011) 
 
a) Coluna de Imunoafinidade (Fluorescência): semelhante ao 
ELISA este método se difere pelo fato da amostra passar por uma coluna 
de imunoafinidade que retem a micotoxina presente. Após, esta coluna é 
lavada e a micotoxina retida é eluída com solvente. A solução com as 
micotoxinas recolhida é quantificada em  equipamento fluorímetro. Na 
Figura 10 temos um exemplo de coluna de imunoafinidade (FUJII, 
GARCIA e HIROOKA, 2004). 
 
 
Figura 10. Coluna de imunoafinidade.  
Fonte: Vicam (2011) 
Como aspecto negativo, os métodos rápidos podem apresentar 
falsos positivos e superestimação, porém a correlação entre este método 
e HPLC é satisfatória. Muitas vezes estas análises são utilizadas como 
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screening e os resultados positivos são confirmados por HPLC 
(AMARAL e MACHINSKI, 2006). 
 
2.7.2 CLAE e CCD  
  
A Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) e a 
Cromatografia em Camada Delgada (CCD) são tidas como 
metodologias clássicas.   
A CCD  propicia separação e análises qualitativas e semi-
quantitativas por simples visualização comparativa ou medidas 
densitométricas (MALLMANN et al, 2011). Segundo Scussel,1998 a 
CCD é um método relativamente preciso que envolve equipamentos 
simples, mas requer conhecimento e prática na sua operação e 
interpretação.  
A cromatografia em camada delgada (CCD) consiste em extrair 
a micotoxina, realizar as etapas de limpeza e purificação e posterior 
deteção e quantificação com auxílio de placa porosa e luz ultravioleta. 
Ainda é bastante utilizada porém cada vez mais está dando lugar a 
análise pela CLAE, técnica mais sensível e mais rápida 
(SABINO,2010). 
A CLAE é composta por 3 fases distintas: fase móvel, 
estacionária e pelos detectores.  
A fase móvel compreende a utilização de líquidos como água, 
tampão, acetonitrila, hexano, clorofórmio, propanol, e outros, podendo 
ser utilizados solventes miscíveis. A fase móvel deve apresentar 
capacidade de dissolver a amostra, compatibilidade com o detector, alta 
pureza e ser bombeada á velocidade de 1,0-5,0 ml/min. A fase 
estacionária é composta por colunas de adsorção e podem ser de fase 
reversa ou fase normal. Normalmente são de inox preenchidas com 
material adsorvente cuja finalidade é separar os compostos que fazem 
parte da amostra. Por fim os detectores mais utilizados em análise de 
micotoxinas são os  uv/visível e e fluorescênia. A função destes é gerar 
um sinal eletrônico porporcional à quantidade de uma mistura de 
componentes (araujo, 1999).  
Na Figura 11 temos esquema de funcionamento do 
cromatógrafo líquido. 
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Figura 11. Esquema de funcionamento do cromatógrafo líquido. Componentes: 
(1) reservatório para solventes; (2) suporte; (3) tubos de teflon; (4) Bomba de 
alta pressaão; (5) misturador de solventes; (6) injetor; (7) microsseringas; (8) 
“loop”; (9) tubos de aço inox; (10) coluna; (11) detectores; (12) coletor de 
solvente; (13) cabos eletrônicos; (14) registrador e (15) sistema 
computadorizado de coleta de dados. Fonte: ARAUJO (1999) 
 
2.7.3 NIR 
 
A análise via espectroscopia de infravermelho próximo (NIR) é 
definida como análise em tempo real pois requer pouco tempo de análise 
(menos de 1 minuto).  A amostra não requer preparação e não é 
destruída. Não utiliza reagente químico e é um método bastante preciso.  
É muito utilizado nos setores químicos, de alimentos, de polímeros, 
texteis, de biotecnologia,da agricultura, de cosméticos e no setor 
famacêutico (FOSS,2011). 
A região espectral no infravermelho abrange a radiação com 
comprimento de onda no intervalo de 780 a 100.000 nm, sendo divida 
em três faixas: no NIR (780 a 2.500 nm), no infravermelho médio 
(MIR) (2.500 a 5.000 nm) e a radiação no infravermelho distante (FIR) 
(5.000 a 100.000 nm). Esta técnica teve sua primeira aplicação na 
segunda guerra mundial, usada para monitorar a qualidade na indústria 
petroquímica utilizando a região MIR, sendo esta região a mais 
utilizada.  A região NIR pode ser dividida em ondas curtas (short-
wavelength NIR) compreendendo de 750 a 1.100 nm; e NIR de ondas 
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longas (long-wavelength NIR) compreendendo a faixa de 1.100 a 2.500 
nm (Figura 12). Estas subdivisões são baseadas somente nos tipos de 
detectores usados, sendo que os detectores de silício são para ondas 
curtas  e de chumbo ou germânio para ondas longas (PANERO, 2007).  
 
 
Figura 12. Faixa espectrométrica.  
Fonte: FOSS (2011) 
 
Os sinais observados para a região do NIR são devidos 
principalmente a sobretons e bandas fundamentais de ligações O-H, N-
H, C-H e S-H, e bandas de ligações como C=O, C-C e C-Cl que são 
muito mais fracas ou até mesmo ausentes (Figura 13) (PANERO, 2007). 
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Região da segunda banda 
Região da primeira banda Região da terceira banda 
Comprimento de onda (nm) 
Região combinação de banda 
Figura 13. Faixa espectrométrica. 
Fonte: FOSS (2011) 
 
A informação contida no espectro NIR pode ser empregada para 
ter uma estimativa da concentração de uma dada substancia na amostra, 
ou ainda, a estimativa de uma propriedade física quando esta pode ser, 
de alguma forma, correlacionada com alterações significantes na 
intensidade e/ou comprimento de onda das características espectrais 
produzidas pela amostra (PASQUINI, 2003) citado por (PANERO, 
2007). 
A instrumentação utilizada na obtenção dos espectros NIR é 
composta basicamente por cinco componentes: uma fonte de radiação 
contínua, um seletor de comprimento de onda (monocromador), uma 
porta amostra, um detector de radiação que converte energia luminosa 
em elétrica e um dispositivo para ler a resposta do detector como na 
Figura 14. 
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Figura 14. Componentes do equipamento de análise por espectroscopia de infra 
vermelho próximo (NIR).  
Fonte: FOSS (2011) 
 
Conforme Mello, 2007, o potencial do espectrofotômetro de 
detecção no NIR tem sido relatado como uma ferramenta na detecção 
fúngica micotoxigênica em produtos agrícolas. Os fungos infectam o 
germe rico em lipídios hidrolizando-os, influenciando as mudanças no 
espectro NIR. A técnologia NIR fornece uma alternativa não destrutiva 
que pode medir constituintes de matrizes biológicas para predizer a 
composição de produtos agrícolas.  
Mesmo havendo pouco estudos sobre a utilização da 
espectroscopia d NIR, cada vez mais novos estudos tem sido 
desenvolvidos. Estes estudos visam desenvolver metodologias 
analíticas,  principalmente devido a sua praticidade depois de constatado 
sua capacidade de análise. No quadro 1 podemos observar alguns 
estudos realizados com a tecnologia NIR para determinação de 
composição, compostos  e contaminações em alimentos, os 
comprimentos de ondas trabalhados e o número de amostras envolvidas 
no estudo.   
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2.8 CONTAMINAÇÃO POR MICOTOXINAS DAS SILAGENS, 
LEITE E SEUS PRODUTOS  
 
Atividades agrícolas envolvem o uso diário de silagem de milho 
como alimento para o gado, o que pode estar contaminado por fungos 
micotoxigênico. Más condições de armazenamento durante a ensilagem, 
principalmente na silagem mais velhas (ou seja, 11 meses ensilado) 
expostos a fatores como condensação, aquecimento, vazamento de água 
da chuva, infestação de insetos pode levar a crescimento indesejável dos 
fungos toxigênicos, redução do valor nutritivo e produção de 
micotoxinas. Considerando que os alimentos ingeridos pelos bovinos 
são passíveis de contaminação por micotoxinas, é esperado a eliminação 
de seus metabólitos no leite e na urina destes animais. Dentre estes 
metabólitos esta a AFM1 (RICHARD et al,2009).  
De acordo com Prado et al (1999) observa que pesquisa 
realizada em Belo Horizonte/MG das 61 amostras analisadas, 50 (82%) 
apresentavam AFM1 embora  estivéssem com concentrações dentro da 
norma aceita no Brasil. Destas, apenas 3 estariam com valores acima de 
0,05 µg/kg, tolerância exigida por alguns países da Europa. 
Também Rosmaninho et al (2006) analisando 40 amostras de 
leite de consumo dos tipos A, B, C e longa vida comercializados no 
município de São Paulo no período de janeiro a maio de 2002 encontrou 
23 amostras (57,5%) positivas para AFM1, em níveis que variaram de 
10,6 a 121,2 ng/L,  valores dentro da faixa tolerada no Brasil. 
Oliveira et al (2010) relata na pesquisa realizada com rações e 
leite da região nordeste do estado de São Paulo  que embora em 
concentrações abaixo dos limites de tolerância brasileiros, há 
necessidade de adequação das práticas agrícolas nas propriedades 
leiteiras a fim de evitar a contaminação dos ingredientes destinados à 
alimentação animal , e consequentemente a exposição humana à AFM1, 
através do consumo do leite. 
Já Gonçalves et al em 2005 analisando amostras de leite de 27 
municípios de São Paulo detectou 17 (39,5%) amostras positivas das 43 
analisadas sendo que destas, 64,7% apresentavam concentração acima 
do limite máximo permitido pela legislação brasileira (0,5 µg/kg). 
Segundo Gimeno (2005), a contaminação média resultante de 
10778 amostras de leite procedentes de diferentes países da Europa é de 
0,023 pbb. A distribuição da AFM1 em alguns alimentos elaborados a 
partir de leite contaminado é de aproximadamente 40-60% em queijos, 
10% nas natas e < 2% na manteiga. Considerando a elevada 
hidrossolubilidadeda AFM1, a associação desta com a caseína quando 
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esta é precipitada parece ser a explicação de como esta toxina passa para 
o queijo e não para o soro. 
A pasteurização ou processamento não destrói a AFM1 
exigindo, desta forma, um controle de qualidade cada vez mais rigoroso 
pelas indústrias alimentícias (PRADO et al,1999). 
Sabendo-se  que a ingestão de alimentos contaminados com 
estas micotoxinas em baixos teores mas com freqüência e por tempo 
prolongado pode levar ao aparecimento de efeitos crônicos, tornando-se 
claro que as aflatoxinas representam um sério risco para a saúde humana 
(TAVEIRA e MÍDIO,1999). 
  Pensando em minimizar os problemas ocasionados pelas 
micotoxinas o Centro de Pesquisas em Forragicultura da Universidade 
Federal do Paraná, 2011 (CPFOR) criou valores de referência para 
silagens. O objetivo é estabelecer limites, entre aceitável e crítico, para 
as micotoxinas frequentemente encontradas em silagens. Esses valores 
servem para orientar os técnicos na interpretação dos resultados 
micotoxicológicos em silagens, e propor alterações de manejo visando 
reduzir a incidência desse problema. 
A Tabela 2 apresenta os limites estabelecidos para silagens, 
desconsiderando outras fontes alimentares que podem contribuir para 
aumentar a concentração de micotoxinas na dieta. 
 
Tabela 2  Concentração de micotoxinas estabelecidos pelo CPFOR/UFPR em 
silagens 
Limite 
MICOTOXINAS 
AFB1 
(ppb) 
ZON 
(ppb) 
DON 
(ppb) 
OCRA 
(ppb) 
FBs (B1+B2) 
(ppb) 
Aceitável <19 <285 <929 <5 <1000 
Crítico >20 >286 >930 >6 >1000 
(AFB1) aflatoxina B1, (ZON) zearalenona, (DON) deoxinivalenol, (OCRA) 
ocratoxina, (FBs)  fumonisinas.  Fonte: CPFOR/UFPR 
 
 As concentrações máximas toleráveis para algumas micotoxinas 
em alimento completo para vacas leiteiras é AFB1: 5-25 µg/kg; ZON: 
250 µg/kg; DON: 250 µg/kg; T-2: 100 µg/kg; FB1: 35000 µg/kg. Estes 
valores diferem dos estabelecidos pela União Europeia e que são os 
seguintes (alimento completo com um conteúdo de umidade base de 
12%); AFB1: 5 µg/kg; ZON: 500 µg/kg; DON: 5000 µg/kg; FB1+FB2: 
50000 µg/kg (GIMENO, 2009). 
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O valor referente à AFB1 (5 µg/kg) já é um valor estabelecido 
por legislação, enquanto os restantes valores são ainda recomendações 
feitas pela União Européia.                                        .      
Este valor de 5 µg/kg é o valor máximo de contaminação do alimento 
completo para vacas de leite a partir do qual começam a surgir 
contaminações por AFM1 no leite, que estão acima das concentrações 
máximas permitidas pela União Européia. Em termos de saúde das 
vacas de leite, o valor máximo tolerável de micotoxina AFB1 no 
alimento completo é de 25 µg/kg, valor a partir do qual os animais 
podem começar a desenvolver sintomatologia por micotoxicoses 
(GIMENO, 2005). 
 
3 REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS 
 
AMARAL, K. A. S.; MACHINSKI, M. Métodos analíticos para 
determinação de aflatoxinas em milho e seus derivados: Uma 
revisão. Revista Analytica. nº 24, pág. 60-62,  Ago/Set 2006. 
 
AOAC. Official Methods of Analysis of AOAC International (2005). 
18th ed. Maryland: AOAC International. Art. 2000.08. 
 
ARAÚJO, J. M. A.. Química de Alimentos: Teoria e Prática. 2ª 
Viçosa: UFV, pág. 181-193, 1999. 
 
BARROS, M. S. Silo Cincho: Tecnologia de Ensilagem adaptada ao 
pequeno produtor rural. Disponível em: <http:// 
www.emater.mg.gov.brdoc/intranet/upload/Livraria 
Virtual.  Acesso em: 17 ago. 2011. 
 
BONIERBALE, M.; GRUNEBERG, W.; AMOROS, W.; BURGOS, G.; 
SALAS, E.; PORRAS, E. FELSE, T. Total and individual carotenoid 
profiles in Solanum phureja cultivated potatoes: II. Development 
and application of near-infrared reflectance spectroscopy (NIRS) 
calibrations for germplasm characterization. Journal of Food 
Composition and Analysis v. 22, p. 509–516, Lima - Peru, 2009. 
 
BRASIL. Resolução RDC N°7, de 18/02/2011. Dispõe sobre limites 
máximos tolerados para micotoxinas em alimentos. Disponível 
em <http://www.anvisa.gov.br>. Acesso em 18 de agosto de 2011. 
 
47 
 
BRASIL. Regulamento técnico MERCOSUL sobre limites de 
aflatoxinas admissíveis no leite, amendoim e milho. 
MERCOSUL/GMC/Res. IN.25/02. Disponível 
em <http://www.anvisa.gov.br>. Acesso em 18 de agosto de 2011. 
 
BRASIL. Regulamento técnico sobre aditivos para produtos 
destinados à alimentação animal. IN13/2004. Disponível em 
<http://www.agricultura.gov.br>. Acesso em 25 out.2011. 
 
CARDOSO, E.G.; SILVA, J. M. Silos, Silagem e Ensilagem. Embrapa 
Gado de Corte Campo Grande, MS, nº 02, fev.1995. 
 
CBAA - COMPENDIO BRASILEIRO DE ALIMENTAÇÃO ANIMAL 
- 2005 - Guia de métodos analíticos. Gráfica São José - São José do rio 
Preto/SP. 1.000 exemplares, - pág., 5 a 9; 139, Dez 2004.   
 
CBAA - COMPENDIO BRASILEIRO DE ALIMENTAÇÃO ANIMAL 
- 2009 - Guia de métodos analíticos.  Gráfica São José - São José do 
Rio Preto/SP. 500 exemplares, - pág., 152-153;7 a 13,  maio/2009. 
 
CHRISTOPHER, E. N. Strategies of Mold Control in Dairy Feeds. J. 
Dairy Sci  , 1993. 
 
CLARK, P. W.; KELM, S.; ENDRES, M. I. Effect of Feeding a Corn 
Hybrid Selected for Leafiness as Silage or Grain to Lactating Dairy 
Cattle. Journal of Dairy Science, vol. 85, Issue 3, pág. 607-612, March 
2002. 
 
COSTA, C.; SANTOS, I. R.; RESTLE, J.; NUSSIO, L. G.; et al. Guia 
do Campo Sementes Agroceres Milho & Sorgo: Silagem. Disponível 
em: 
<http://www.sementesagroceres.com.br/downloads/8691_007GuiaSilag
em.pdf>. Acesso em: 24 set. 2011. 
 
COSTA, M. A. L.; FILHO, S. C. V.; VALADARES, R. F. D. et al. 
Validação das equações do NRC (2001) para predição do valor 
energético de alimentos nas condições brasileiras. Revista Brasileira 
de Zootecnia, vol. 34, n.1, Viçosa, jan/fev. 2005. 
 
48 
 
CPFOR – Centro de Pesquisa em Forragicultura. Universidade 
Federal do Paraná (UFPR). Disponível em: 
http://www.ensilagem.com.br> Acesso em: 05 out. 2011.  
 
CREPPY, E. E. Update of survey, regulation and toxic effect of 
mycotoxins in Europe. Toxicology letters, v.127, p.19-27, 2002. 
 
DEMINICIS, B. B.; VIEIRA, H. D.; JARDIM, J. G.  et al. Silagem de 
Milho: Características Agronômicas e Considerações. Publicada em 
01/07/2009. Disponível em: <www.veterinaria.org/revistas/redvet>. 
Acesso em: 12 set. 2011. 
 
FALLAH, A. A.; RAHNAMA, M.; JAFARI,T.; SAEI-DEHKORDI, 
S.S. Seasonal variation of  aflatoxin  M1 contamination in industrial 
and traditional Iranian dairy products. Food Control, v. 22, p. 1653-
1656, 2011. 
 
FERNANDEZ-IBAÑEZ, V.; SOLDADO, A.; MARTINEZ-
FERNANDEZ, A.; ROSA-DELGADO, B de La.  Application of near 
spectroscopy for rapid detection of aflatoxin B1 in maize and barley 
as analytical quality assessment. Food Chemistry. N.113, p.629-634, 
Espanha, 2009. 
 
FONTANELI, R. S.; DURR, J. W.;, SCHEFFER-BASSO, S. M.; 
HAUBERT, F.; BORTOLINI  F. Validação do Método da 
Reflectância no Infravermelho Proximal para Análise de Silagem de 
Milho. Revista  Brasileira de  Zootecnia, v.31, n.2, p.594-598, 2002. 
 
FOSS – Disponível em: <http//:www.foss.dk> Acesso em: 15 de julho 
2011.  
 
FUJII, S.; GARCIA, L. B.; HIROOKA, E. Y. Metodologia analítica e 
imunoquímica com ênfase na detecção de micotoxina – ficotoxina no 
sistema agroalimentar. Alim. Nutr., Araraquara, v. 15, nº 3, pág. 273-
284, 2004. 
 
GALLO, A.; MOSCHINI, M., BATTAGLIA, M.  et al. Effect of the 
Presence of two commercial adsorbents in animal feed on Aflatoxins 
B1 determination by ELISA kit test. Italian Journal Of. Animal Of 
Science, Pavia, Italia, p. 304-306. 01 ago. 2010. 
 
49 
 
GASPARDO, B.; DEL ZOTTO, S.; TORELLI, E.; CIVIDINO, S.R.;  
FIRRAO, G.;  DELLA RICCIA, G.;  STEFANON, B. A rapid method 
for detection of fumonisins B1 and B2 in corn meal using Fourier 
transform near infrared (FT-NIR) spectroscopy implemented with 
integrating sphere. Food Chemistry. V.135, p.1608–1612, Udine- 
Itália, 2012. 
 
GIMENO, A. Aflatoxina M1 no leite: Riscos para a Saúde publica, 
prevenção e Controle. Maio/ 2005. Disponível em: <artigos/aflatoxina-
m1-no-leite-t3/165-p0.htm>. Acesso em: 12 ago. 2011. 
 
GIMENO, A. Revisão das concentrações máximas toleráveis para 
algumas micotoxinas. Julho/2009. Disponível em: <artigos/aflatoxina-
m1-no-leite-t3/165-p0.htm>. Acesso em: 12 ago. 2011. 
 
GIMENO, A. O impacto negativo de algumas micotoxinas nas vacas 
leiteiras. Jan/2011. Disponível em: <http://pt.engormix.com> . Acesso 
em: 20.08.2011. 
 
GONÇALVES, E., FELICIO, J. D., PINTO, M. M. et al. Ocorrência de 
Aflatoxina M1 em Leite comercializado em Alguns municípios do 
estado de São Paulo. Arquivo do Instituto Biológico, São Paulo, n. 72, 
p.435-438, 2005. 
 
HUSSAIN, I.; ANWAR, J.; ASI, M.R.; MUNAWAR, M.A.; KASHIF, 
M. Aflatoxin M1 contamination in milk from five dairy species in 
Pakistan. Food Control, v. 21, p.122-124, 2010. 
 
JOBIM, C. C.; NUSSIO, L. G.; REIS, R. A.; SCHMIDT, P. Avanços 
metodológicos na avaliação da qualidade da forragem conservada. 
Revista Brasileira de Zootecnia, Brasília, n. 36, p.101-119, 2007. 
 
JOBIM, C. C.; GONÇALVES, G. D.; SANTOS, G. T. Qualidade 
Sanitária de Grãos e de Forragens Conservadas “versus” 
Desempenho Animal e Qualidade de seus Produtos. Simpósio Sobre 
Produção e Utilização de Forragens Conservadas – Maringá/PR, 
2001. 
 
KLEIN, C. H.; LIMA, G. J. M. M.; LEDUR, M. C.; SUZIN L. 
Espectroscopia Infravermelho Próximo para Predição da 
Composição de Carcaça de Frangos de Corte. Disponível em: 
50 
 
HTTP://pt.engormix.com/MA-avicultura/administração/artigos. 
Publicado em 12 de abril de 2012. Acessado em 11 de fevereiro de 
2013. 
 
KOWALSKI, C. H. Determinação de aflatoxina M1 em leite e 
derivados por cromatografia líquida de alta eficiência. Disponível 
em: <http://www.lamic.ufsm.br/papers/122z.pdf>. Acesso em: 12 ago. 
2011. 
 
LAZZARI, F. A. Umidade, Fungos e Micotoxinas na Qualidade de 
Sementes, Grãos e Rações. Curitiba: do Autor, 1993. 
 
LUTZ – Instituto Adolfo Lutz. Métodos físico químicos para análise 
de alimentos,  IV edição. Agência Nacional de Vigilância Sanitária. - 
Brasília: Ministério da Saúde, 2005.  
 
MALLMANN, C. A.; DILKIN, P. Micotoxinas e Micotoxicoses em 
Suínos. Santa Maria, Editora Do Autor,  240p. , 2007. 
 
MALLMANN, C. A.; VASCOLCELOS, T. G.; TYSKA, D.; 
MARTINS, A. C. Comparação de metodologias analíticas e de 
amostragem para micotoxinas. Disponível em: 
<http://www.lamic.ufsm.br>. Acesso em: 24 set. 2011. 
 
MELLO, F. R. Avaliação da Qualidade da Castanha-do-Brasil 
(Bertholletia excelsa H.B.K.), sua relação com o processo de seleção e 
contaminação por aflatoxinas. 2007. 167 f. Dissertação (Mestrado) - 
Curso de Pós Graduação em Ciência Dos Alimentos, Departamento de 
Ciências Agrárias, UFSC, Florianópolis, 2007. 
 
MIRON, J.; ZUCKERMAN, E.; ADIN, G. et al. Comparison of two 
forage sorghum varieties with corn and the effect of feeding their 
silages on eating behavior and lactation performance of dairy cows. 
Animal feed science and technology, vol. 139, n. 1-2, pág. 23-39, 2007.  
 
MOLINELLI A., GROSSALBER K., FÜHERER M. et al. 
Development of Qualitative and Semiquantitative Immunoassay-
Based Rapid Strip Tests for the Detection of T-2 Toxin in Wheat 
and Oat – J. Agric. Food Chem. p-2589-2594. 2008.  
51 
 
NEAL, G. E.; EATON, D. L.; JUDAH, D.J.; VERMA, A. Metabolism 
and toxicity of aflatoxins M1 and B1 in human-derived in vitro 
systems. Toxicol Appl Pharmacol, v.151, p.152–158,1998. 
NEUMANN, M.; MÜHLBACH, P. R. F.; NÖRNBERG, J. L.;  et al. 
Características da fermentação da silagem obtida em diferentes 
tipos de silo sob efeito do tamanho de partícula e da altura de 
colheita das plantas de milho. Ciência Rural, Santa Maria, v. 3, n. 37, 
p.847-854, 2007. 
 
NEUMANN, M. Produção e Utilização de Silagem de milho na 
Nutrição de Ruminantes. Florianópolis: IEPEC - Instituto de Estudos 
Pecuários,  170 p. CD-ROM, 2010. 
OLIVEIRA, C. A. F.; SEBASTIÃO, L. S.; FAGUNDES, H.; ROSIM, 
R. E.; FERNANDES, A. M. Determinação de Aflatoxina B1 em 
rações e aflatoxinas M1 no leite de propriedades do estado de São 
Paulo. Ciência e Tecnologia de Alimentos, Campinas, v. 1, n. 30, p.221-
225, maio 2010. 
 
OLIVEIRA, C. A.; ROSMANINHO, J. F.; ROSIM, R.. Aflatoxin M1 
andcyclopiazonic acid in fluid milk traded en São Paulo, Brazil. 
Food Additives And Contaminants: Taylor and Francis Group, London, 
n. , p.1-6, 2005. 
 
PANERO, J. S. Determinação de proteina, óleo e umidade por 
espectroscopia NIR em grãos de soja do Estado de Roraima. UFR – 
Dissertação de Mestrado, Boa Vista, 2007. 
 
PEREIRA, J. R. A..Entendendo a Qualidade de Sua Silagem. 
Publicado em 20/07/2006. Disponível em: 
<www.pioneersementes.com.br>. Acesso em: 02 out. 2011. 
 
PETTERSSON, H.; ABERG, L.  Near infrared spectroscopy for 
determination of mycotoxins in cereals. Food Control. V. 14, p. 229–
232, Suécia, 2003. 
 
POJIC, M.; MASTILOVIC, J.; PALIC, D.; PESTORI, M. The 
development of near-infrared spectroscopy (nirs) calibration for 
prediction of ash content in legumes on the basis of two different 
reference methods. Food Chemistry. V.123, p. 800–805, Sérvia, 2010. 
PRADO, G.; OLIVEIRA, M. S.; ABRANTES, F. M.; SANTOS, L. G.; 
SOARES, C. R.; VELOSO, T. Ocorrência de aflatoxina M1 em leite 
52 
 
consumido na cidade de Belo Horizonte - Minas Gerais/Brasil - 
agosto/98 à abril/99. Ciência e Tecnologia de Alimentos, Campinas, v. 
3, n. 19, p.420-423, dez. 1999. 
 
RICHARD, E.; HEUTTE, N.; BOUCHART, V.; GARON, D. 
Evaluation of fungal contamination and mycotoxin production in 
maize silage. Animal Feed Science and Technology, vol. 148, Issues 2-
4, 16, pág. 309-320, January 2009. 
 
RODRIGUES, P. H., PEDROSO, S. G.; MELOTTI, L.; ANDRADE, S. 
J. T.; LIMA, F. R. Estudo Comparativo de Diferentes Tipos de Silo 
Sobre a Composição Bromatológica e Perfil Fermentativo da 
Silagem de Milho. Acta Scientiarum, Maringá, v. 4, n. 24, p.1127-
1132, 2002. 
 
RODRIGUES, P. H. M.; ANDRADE, S. J. T.; RUZANTE, J. M. et al. 
Valor Nutritivo da Silagem de Milho sob o Efeito da Inoculação de 
Bactérias Ácido-Láticas. Revista Brasileira de Zootecnia, vol. 31, n.6, 
pág. 2.380-2.385. 2002. 
 
ROSMANINHO, J. F.; OLIVEIRA, C. A. F.; REIS, T. A.; CORRÊA, 
B. Aflatoxina M1 e Ácido Ciclopiazônico em Leites de Consumo 
Comercializados no Município de São Paulo, SP, Brasil. Brasilian 
Journal: Of Foof Technology, Campinas, n. , p.55-59, 2006. 
 
SABINO, M. Micotoxinas: Avanços nos métodos de detecção. 
XXVIII CONGRESSO NACIONAL DE MILHO E SORGO. 
Goiânia/GO.2010 
 
SANTOS, G.A.; SANTOS. A.P.; KORNDÖRFER, G.H. Sistema de 
infra vermelho próximo (NIR) para análise de nitrogênio foliar. 
Biosci J. V.28, p.83-90, Uberlândia, 2012. 
 
SANTURIO, J. M. Micotoxinas e Micotoxicoses na Avicultura. Rev. 
Bras. Cienc. Avic, vol.2, no.1, p.01-12. ISSN 1516-635, Abr/2000. 
 
SCUSSEL, V. M. – Micotoxinas em Alimentos - Florianópolis, Editora 
Insular, 144p, 1998. 
 
SCUSSEL V. M.; BEBER, M.; TONON, K. M. Efeitos da infecção 
por Fusarium/Giberella na qualidade e segurança de grãos, farinhas 
53 
 
e produtos derivados. In: Erlei Melo Reis. (Org). Seminário sobre 
Giberella em cereais de inverno. 1ed. Passo Fundo: Berthier, 2011. P. 
131-175 
 
SCUSSEL, V. M. ROCHA, M. W.; LORINI, I; SABINO, M; ROSA, 
C.A.  R; CARVAJAL, M. M. -  Atualidades em Micotoxinas e 
Armazenagem Qualitativa II -  ABMAG, Florianópolis, Brasil  -  586 
p.p,  2008. 
 
SENGER, C. C. D.; MÜHLBACH, P. R. F.; SÁNCHEZ, L. M. B. et al. 
Composição química e digestibilidade „in vitro‟ de silagens de milho 
com distintos teores de umidade e níveis de compactação. Ciência 
Rural, Santa Maria, v. 35, n.6, pág. 1393-1399, nov-dez, 2005. 
 
SHEPERD, A.C.; KUNG, L.Jr. An Enzyme Additive for Corn Silage: 
Effects on Silage Composition and Animal Performace. Journal of 
Dairy Science, vol. 79, Issue 10, pág. 1.760-1.766,  October/1996. 
 
SHUNDO, L.; RUVIERI, V.; NAVAS S. A.; SABINO, M. Otimização 
da determinação da Aflatoxina M1 em leite, utilizando coluna de 
imunoafinidade e cromatografia em camada delgada. Revista 
Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, v. 1, n. 63, p.43-48, 2004. 
 
SILVA, J. S. Análise de Alimentos (métodos químicos e biológicos), 
2ª edição, Viçosa: UFV, 1998. 
 
SISTEMA de Amostragem: Importância do sistema Amostral. 
Disponível em: <http://www.lamic.ufsm.br/info_amostragem.html>. 
Acesso em: 24 set. 2011. 
 
SOUZA, A.V.C. Valor Nutricional de grãos atacados por insetos ou 
contaminados por micotoxinas para frango de corte. Tese de 
doutorado,142p. Viçosa: UFV,2003. 
 
SOUZA C.M, NOVINSKI C.O., SCHMIDT P. NÍVEIS DE 
MICOTOXINAS EM CINCO BACIAS LEITEIRAS DO BRASIL. 
Centro de Pesquisas em Forragicultura (CPFOR/UFPR) – Curitiba/PR. 
Disponível em: http://www.ensilagem.com.br> set/2011 . Acesso em: 
15set. 2011. 
TAVEIRA, J. A.; MÍDIO, A. F. Aflatoxina M1 - A Micotoxina do 
Leite. Boletim Sbcta, Campinas, v. 1, n. 33, p.115-126, 1999. 
54 
 
TORRES, A.; MORGADO, E. As micotoxinas nos alimentos de vaca 
leiteira. Disponível em: http://www.agribar.pt/Dev/modules/dGC. 
Acesso em: 01 nov. 2011. 
 
VELÁZQUEZ, W. P. R.; ESPINOZA, V. H. I.; ROJO, F. et al. 
Occurrence of Fungi and Mycotoxins in Corn Silage Jalisco State, 
Mexico.   Revista Iberoamericana de Micologia, vol. 25, Issue 3, pág. 
182-185, September 2008. 
 
VELHO, J. P.; MÜHLBACH, P. R. F.; NÖRNBERG, J. L. et al. 
Composição bromatológica de silagens de milho produzidas com 
diferentes densidades de compactação. Revista Brasileira de 
Zootecnia , Brasília, 2007. 
 
WEIGEL, M. Avaliação da Contaminação por Aflatoxina M1 em 
Leite cru e UHT. 2007. 48 f. Dissertação (Mestrado) - Curso de Ciência 
A Tecnologia de Alimentos, Departamento de Instituto de Ciência e 
Tecnologia de Alimentos, UFRGS, Porto Alegre, 2007. 
55 
 
TRABALHO I 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
MICOTOXINAS EM SILAGEM DE MILHO PARA GADO 
LEITEIRO PRODUZIDAS NA REGIÃO SUL DO BRASIL 
 
ARTIGO SUBMETIDO A REVISTA PUBVET EM 16 DE 
FEVEREIRO DE 2013. 
 
56 
 
57 
 
MICOTOXINAS EM SILAGEM DE MILHO PARA GADO 
LEITEIRO PRODUZIDAS NA REGIÃO SUL DO BRASIL 
 
Horn, M.B.
a,b
; Luchtenberg, R.
a,b
; Assunção, M. A.
b
;  
Santos, S. A
b
;
 
Scussel, V.M.
a
 
 
a
Laboratório de Micotoxinas e outros Contaminantes Alimentares -
LABMICO. Departamento de Ciência e Tecnologia dos Alimentos. 
Centro de Ciências Agrárias, Universidade Federal de Santa Catarina, 
Rod Admar Gonzaga, 1346, Itacorubi, Florianópolis, Santa Catarina; 
b
Nutrifarma, Taio, Santa Catarina, Brasil e-mail: 
marcelinabh@oi.com.br 
 
RESUMO  
 
A qualidade de silagens de milho (Zea mays L.), quanto a 
presença de micotoxinas de campo (fumonisinas - FBs e zearalenona - 
ZON) e de armazenagem  (aflatoxinas - AFLs), fornecidas ao gado 
leiteiro da região Sul do Brasil foram avaliadas no período de janeiro de 
2010 à dezembro de 2012. As análises, em um total de 1006, 1077 e 
1080 para FBs, ZON e AFLs foram realizadas pelo método 
imunoenzimático (ELISA) com LOQ (limite de quantificação) de 500, 
25 e 5 µg/kg, respectivamente. Dos dados obtidos foi possível observar 
que houve contaminação em diferentes amostras e que os níveis 
encontrados variaram tanto quanto a toxina avaliada e quanto ao período 
do ano contudo, pouco foi sua variação nos estados que compreendem a 
região de clima temperado, em estudo. A toxina produzida por 
Fusarium graminearum, ZON, esteve presente com ampla variação 
entre os níveis de 28,2 a 1538 µg/kg com desvio padrão (DP) e desvio 
padrão relativo (DPR%) de 131,3 e 65,4% respectivamente, 
independente da origem da amostra ou período de avaliação. Dessas 
amostras, 75,5 % estava acima do limite máximo tolerável (LMT) 
estabelecido no Uruguai (200 µg/kg) para cereais destinados a 
alimentação animal. As FBs foram as toxinas que apresentaram menor 
porcentagem de amostras contaminadas (11,4 a 34,4%) entre os anos de 
estudo, sendo em 2011 o que apresentou níveis mais elevados contudo, 
todos abaixo do LMT dos Estados Unidos (30.000 µg/kg) e  7,3% acima 
do limite estabelecido pela Suiça (1.000 µg/kg). Não existem limites 
estabelecido para FBs e ZON no Brasil para alimentação animal. Quanto 
as AFLs, a porcentagem de amostras contaminadas com níveis 
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superiores ao LMT brasileiro (Ministério da Agricultura - 50 µg/kg) foi 
de somente 11,6% (125) do total de 1080 silagens analisadas, com 9,7% 
(46-97 µg/kg), 11,3% (31-125,8 µg/kg) e 14,5% (48-105,4 µg/kg) para 
os estados de PR, RS e SC, respectivamente atingindo níveis elevados, 
RS. Embora os níveis detectados para FBs tenham sido baixos, os de 
AFLs e ZON foram mais elevados, inclusive algumas amostras acima 
do LMT de diferentes paises. Portanto, existe a necessidade de 
adequação das práticas agricolas na produção da silagem para o gado 
leiteiro em suas diversas etapas (colheita / moagem da planta / 
fermentação / compactação / tipo / tamanho / fechamento de silo) bem 
como seu constante monitoramento, a fim de evitar ou minimizar os 
eventuais danos econômicos. 
 
Palavras-chave: silagem, milho, aflatoxinas, fumonisinas, zearalenona, 
gado,  região sul, micotoxinas.  
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ABSTRACT 
 
The quality of silage corn (Zea mays L.), for the presence of mycotoxins 
field (fumonisins-FBs and zearalenone-ZON) and storage (aflatoxins-
AFLs), supplied to dairy cattle in the South of Brazil was evaluated 
from January 2010 to December 2012. Analyzes, a total of 1,006, 1,077 
and 1,080 to FBs,   ZON and AFLs were performed by enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) with LOQ (limit of quantification) at  
500, 25 and 5 µg/kg, respectively. From the data obtained it was 
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observed that there was contamination in different samples and found 
that levels varied as much as the toxin evaluated for the period of the 
year and states that comprise the region under study. The toxin produced 
by Fusarium graminearum, ZON was present ranging from 28.2 to 1538 
µg/kg indicating a large variability between levels with a standard 
deviation (SD) and relative standard deviation (RSD%) of 131.3 and 
65.4% respectively, regardless of the origin of the sample or trial period. 
Of these samples, 75.5% were above the maximum limit tolerable 
(LMT) established in Uruguay (200 µg/kg) for cereals for animal feed. 
The FBs were the toxins that had a lower percentage of contaminated 
samples (11.4 to 34.4%) between the years of study, and in 2011 
presented the highest levels yet, all below LMT U.S.A. (30,000 µg / kg) 
and 7.3% above the limit set by Switzerland (1,000 µg / kg). There are 
no limits set for FBs and ZON in Brazil feed. As the AFLs, the 
percentage of samples contaminated with levels higher than the 
Brazilian -  LMT (Ministry of Agriculture -  50 µg/kg) was 11.6% (125) 
of the total of 1080 tested silages with 9.7% (46-97), 11.3% (31-125.8) 
and 14.5% (48-105.4) for the states of  PR, RS and SC, respectively. 
Although the levels detected for FBs have been low, AFLs and ZON 
were higher, being some above the LMT of different countries. 
Therefore there is the need for adaptation of agricultural practices in the 
production of silage for dairy cattle in various stages (harvesting / 
milling plant / fermentation / compression / silo type / size / closed) as 
well as his constant monitoring in order to avoid or minimize any 
economic damage. 
 
Keywords: silage, corn, aflatoxins, fumonisins, zearalenone, cattle, 
southern, mycotoxins. 
 
1. INTRODUÇÃO  
 
A utilização de silagem de milho (planta integral, incluindo 
espigas, triturada e fermentada) na alimentação do gado leiteiro é uma 
prática comum no Brasil, constituindo de 50 a 75% da dieta desses 
animais principalmente nos períodos de entre safra das pastagens onde 
há redução do volumoso disponível (DRIEHUIS et al., 2008). 
Condições no campo e no armazenamento, tais como variações na 
temperatura, tempos chuvosos levando à alterações na umidade relativa, 
condensações (formação de microclimas) nos silos e infestação por 
insetos podem levar à contaminação indesejável por fungos e a produção 
de micotoxinas (KELLER et al., 2013, SCUSSEL, 1998; HORN et al., 
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2011), as quais são compostos sintetizados pelo metabolismo secundário 
de diferentes fungos.  
Em comparação com outros animais, os ruminantes são mais 
resistentes para muitas micotoxinas, possivelmente devido à 
biotransformação pelos microorganismos do rúmen (EFSA, 2005). No 
entanto, quando ingeridas pelo gado leiteiro podem provocar sintomas, 
como a diminuição da ingestão de alimentos, do peso e na produção de 
leite (DRIEHUIS et al., 2008). Dano no fígado também tem sido citado 
(QUEIROZ et.al, 2012).  
O grupo de toxinas mais estudado e já reconhecido como 
afetando a saúde desses animais é o de armazenagem (aflatoxinas - 
AFLs), embora também tem sido relatados efeitos nocivos na 
performance de outros animais com possibilidade de redução na 
produção de leite quando na presença de outros grupos de toxinas tais 
como as de campo (fumonisinas - FBs e zearalenona - ZON) (NONES e 
SCUSSEL, 2013; SCUSSEL, 2004).  Contudo poucos são os estudos 
relatados na literatura em ruminantes. 
Ruangwises & Ruangwises (2010) citam que a presença de 
AFLs na alimentação do gado leiteiro gera uma preocupação de ordem 
pública, já que a aflatoxina B1 (AFB1) pode ser biotransformada no 
organismo do animal em aflatoxina M1 (AFM1), contaminando o leite a 
qual é tão tóxica quanto a percussora.  A transferência de AFLs da ração 
para o leite é influenciada por vários fatores nutricionais e fisiológicos, 
incluindo regimes alimentares, a taxa de ingestão e digestão, saúde do 
animal, capacidade de biotransformação hepática e produção de leite 
(DUARTE et al., 2013; TONON et al., 2012). 
Quanto as toxinas de campo, a ZON possui propriedades 
estrogênicas, ocasionando diminuição da fertilidade, taxa de ovulação e 
produção de leite, vaginite, aumento uterino e repetição de cio para 
vários animais incluindo em menor grau o gado (SMITH et al., 1990; 
SASSAHARA et al., 2003; BORUTOVA et al., 2012; NONES e 
SCUSSEL, 2013).  Em um estudo publicado por Weaver et al (1986) as 
taxas de concepção de novilhas leiteira diminuíram de 87 para 62% 
quando foi administrado diariamente 250.000 µg de ZON através de 
uma cápsula de gelatina). Já as FBs quando presentes nas dietas de 
diferentes espécies animais provocam dano morfológico, celular e 
bioquímico (D’MELLO et al., 1999; SCAFF e SCUSSEL, 2004). Essas 
toxinas são pouco metabolizadas pela microflora do rumen (CALONI et 
al., 2000) e microssomas do fígado (SPOTTI et al., 2001),  no entanto  
podem ser observadas alterações renais e hepáticas (MATHUR et al, 
2001).  
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A ocorrência destas micotoxinas pode ser devido a diversidade 
de clima do Brasil variando de tropical, semi-tropical a temperado 
(clima da região em estudo) e da grande variabilidade sazonal destas 
condições - alterando temperatura em períodos de chuva que 
influenciam as práticas agricolas e a qualidade dos alimentos 
(SCUSSEL, 2004; SIMGE, 2011). 
Os limites máximos toleráveis (LMT) estabelecidos para 
micotoxinas em alimentação animal variam entre países, grupo de 
toxinas avaliadas, bem como o tipo de alimento, espécie e características 
dos animais. Atualmente, para alimentação animal, poucos paises tem 
estes valores estabelecidos. No Brasil, a legislação estabelece LMT de 
50 µg/kg de AFLs para alimentação animal (BRASIL, 1988). Contudo 
para a silagem utilizada na alimentação de bovinos e administrada 
juntamente com ração e pastagem verde, não existe legislação 
específica. Já para o  Mercosul o LMT foi estabelecido somente para 
AFLs (20 µg/kg)  em ração animal e não especifica para gado leiteiro 
(MERCOSUL, 2002). Da mesma forma, para FBs, internacionalmente 
os EUA toleram 30.000 µg/kg para FBs para alimentação bovina de leite 
e 20 µg/kg  para AFLs. Já a União Européia estabelece limites para 
AFLs em alimentos para bovinos de 20, 10 e 5 µg/kg para matérias-
primas & alimentos compostos, alimentos complementares e animais 
jovens & vacas em lactação, respectivamente (CE, 2002).  A Suíça 
estabelece como 1.000 µg/kg de FBs para milho. Para a ZON, no 
Uruguai são permitidos limites máximos de 200 µg/Kg para milho e 
cevada em alimentação animal; na Áustria, os limites permitidos para 
rações de suínos matrizes são 50 µg/Kg; na França, 50 µg /Kg para 
cereais em geral e 200 para óleos vegetais; na Itália, 100 µg/Kg para 
cereais (FAO,2004).  
O conhecimento a respeito dos níveis máximos de micotoxinas 
aceitáveis na silagem ainda não é bem estabelecido, bem como a relação 
entre manejo do painel do silo e incidência desses compostos nas 
silagens. Extra oficialmente, no Brasil, em estudos realizados pela 
Universidade Federal do Paraná (UFPR) através do Centro de Pesquisas 
em Forragicultura - CPFOR (UFPR, 2011) foram estabelecidos LMTs 
para silagens com faixas entre (a) aceitável e (b) crítico sendo para 
AFB1, ZON e FBs de: (a): <1000, <285 e <19 µg/kg e (b): > 1000, >286 
e > 20 µg/kg, respectivamente (UFPR, 2011). 
Considerando a falta de dados quanto a toxinas de campo – 
típicas de regiões de clima temperado, bem como a necessidade de 
conhecer as reais condições das silagens fornecidas aos animais na 
região Sul do Brasil, o objetivo deste estudo foi verificar a qualidade das 
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silagens de milho, quanto a possível contaminação por toxinas de campo 
(ZON e FBs) e de armazenagem (AFLs) fornecidas ao gado leiteiro de 
regiões produtoras de milho dos estados da Região Sul do Brasil. Esse é 
o primeiro trabalho relatando toxinas em silagem de clima temperado. 
 
2. MATERIAL E MÉTODOS 
 
2.1 MATERIAL 
 
a) Amostras: silagens de milho (1081) provenientes de propriedades 
rurais da região sul do Brasil (Paraná - PR, Rio Grande do Sul - RS, 
Santa Catarina - SC), mais especificamente de suas respectivas regiões 
de maior produção de milho (oeste/sudoeste – 476 amostras, noroeste – 
275 amostras e oeste - 330) respectivamente entre o período de 2010 a 
2012. A Figura 1 apresenta as regiões por estado da região Sul onde 
estão localizadas as propriedades do estudo e a Tabela 1 detalhes do 
número de amostras, bem como o percentual que elas representam por 
ano e por toxina avaliada.  
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Figura 1. Regiões e número de amostras coletadas de silagem de milho (Zea 
mays L.) ( www.portalbrasil.net – modificado, 2013). 
 
b) Testes de micotoxinas por imunoensaio: foram utilizados 3 
conjuntos diferentes de análise, baseados em ensaios imunoenzimáticos 
(ELISA) quantitativos para determinação de, FBs, ZON e AFLs, art. 
8835/8836, 8110 e 8030, respectivamente, modelo Veratox (Neogen). 
Os conjuntos eram compostos por (b.1) padrões de FBs [FB1+FB2], 
ZON e AFLs totais [AFB1+AFB2+AFG1+AFG2] nas concentrações de 
500/1000/3000/6000, 25/75/150/500 e 5/15/50 µg/kg, respectivamente 
em metanol 70% mantendo um branco como controle (somente solvente 
– 0 µg/kg) para cada curva. Além de (b.2) substrato (marcador de cor K-
Blue) e (b.3) conjugado (toxinas enzimo-marcadas). 
 
c) Equipamentos: estufa de secagem (Quimis), termômetro para estufa 
(faixa -10 a 160°C), balança semi-analítica (Ohaus), moinho de ultra 
centrifugação (peneira de 1 mm), modelo ZM200 (Retsch) e leitora de 
microplacas modelo Stat-Fax 4700 (Neogen). 
Região  
de coleta 
das 
amostras 
(n=476) 
  (n= 275) 
 (n= 330) 
Oeste e Sudoeste 
Oeste  
Noroeste  
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Tabela 1. Número de amostras de silagem de milho (Zea mays L) produzidas na região sul do Brasil avaliadas para micotoxinas - 
janeiro/2010 a dezembro/2012 
Micotoxina Ano 
Nº de amostras avaliadas (%)* 
PR
a 
RS
b 
SC
c 
Região Sul 
TOXINAS DE CAMPO   
Fumonisinas   
      2010 88 (41) 65 (31) 59 (28) 212 (100) 
      2011 131 (41) 96 (31) 90 (28) 317 (100) 
     2012 257 (54) 111 (23) 109 (23) 477 (100) 
                Total: 476 (47) 272 (28) 258 (25) 1006 (100) 
Zearalenona   
2010 88 (41) 65 (31) 59 (28) 212 (100) 
2011 127 (39) 96 (29) 104 (32) 327 (100) 
2012 257 (48) 114 (21) 167 (31) 538 (100) 
               Total: 472 (43) 275(26) 330 (31) 1077 (100) 
TOXINAS DE ARMAZENAGEM   
Aflatoxinas   
2010 88 (41) 65 (31) 59 (28) 212 (100) 
2011 131 (40) 96 (29) 104 (31) 331 (100) 
2012 256 (48) 114 (21) 167 (31) 537 (100) 
                 Total: 475 (44) 275 (26) 330 (30) 1080 (100) 
*Número total de amostras coletadas = 1081 (sendo que nem todas as amostras foram analisadas para as 3 toxinas conjuntamente 
i.e, total de 1006, 1077 e 1080 amostras para FBs, ZON e AFLs,  respectivamente).  
a
 Paraná  
b
 Rio Grande do Sul  
c
 Santa 
Catarina 
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d) Outros materiais: metanol p.a. (FMaia), micropipetas monocanal e 
multicanal  (100 µL e 100-1000 µL) e respectivas ponteiras (Brand); 
frascos para coleta de polipropileno (80 mL) com tampa (JProlab); luvas 
de látex descartáveis (Supermax); bandejas de alumínio (150x200 mm); 
conchas metálicas e pás para coleta e saco de polietileno (tamanho 
17x34 cm). 
 
e) Legislações: (e.1) Brasil - Ministério da Agricultura e Abastecimento 
- Portaria MA/SNAD/SFA nº7 (1988); (e.2) Estados Unidos - Food and 
Drugs Administrastion  - Animal veterinary products, food and feed 
contaminants, 9/11/1988, Section 1 (1988); (e.3) União Européia – 
Directiva 2002/32 relativa às substâncias indesejáveis nos alimentos 
para animais (2002, alterada em 06.09.2012); (e.4) Mercosul - GMC-
Grupo Mercado Comum- Resolução nº 25/02 (2002); (e.5) Outros 
países: Suiça, Uruguai, França, Itália compilado da FAO Worldwide 
Regulations for Mycotoxins (2004). 
 
2.2 MÉTODOS 
 
a) Coleta das amostras: as amostras foram coletadas no período de 
janeiro de 2010 a dezembro de 2012 de silos (do Tipo trincheira e de 
superfície) localizados em propriedades do oeste/sudoeste do PR, 
noroeste do RS e oeste de SC. Foram coletadas de diferentes pontos e 
profundidades da massa da silagem, com auxílio de conchas/pás ou 
manualmente (com uso de luvas descartáveis). A amostra coletada 
(cerca de 5 kg) foi homogeneizada manualmente e submetida a 
quarteamento em uma superfície limpa até redução de peso para 1 kg, a 
qual foi acondicionada em saco de polietileno, devidamente identificado 
e enviado para análise laboratorial. Média de conteúdo de umidade 
67,65% (min. 63,92% e máx. 82,14%). 
 
 b) Preparo das amostras: cada amostra (1 kg) foi seca em estufa a 
temperatura de 60 
o
C ±5ºC conforme metodologia proposta por Silva 
(1998) até umidade final de aproximadamente 2%, triturada em moinho 
de ultra centrifugação (peneira de 1 mm) e porções de 5 g foram 
separadas para análise de FBs, ZON e AFLs. 
 
b) Análises de micotoxinas: a metodologia utilizada foi a 
desenvolvida por Neogen (NEOGEN, 2013.a,b,c). Foram utilizadas 
5 g de cada amostra previamente moída, as quais foram extraídas as 
toxinas/método com mistura (25 mL) de metanol e água (70:30v/v) 
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por 3 min. Essa mistura foi mantida em repouso por ca. 2 min, 
filtrada e utilizada para o ensaio imunoenzimático. Foi utilizado o 
conjunto de Elisa Veratox respectivo para cada toxina em análise 
(Seção 2.1.b) acrescentando os padrões de diferentes concentrações 
e reagente de cor (substrato) e os conjugados (toxinas enzimo-
marcadas) ocorrendo então desenvolvimento de cor pela reação 
antígeno anticorpo. A cor formada é inversamente proporcional à 
concentração da micotoxina.  Os padrões foram utilizados para 
desenvolver a curva de calibração, a partir da qual as concentrações 
das amostras foram calculadas automaticamente pela leitora ELISA 
(através de sua absorbância em 650 nm). Os limites de detecção 
(LOD)/de quantificação (LOQ) do método utilizado por toxina foi 
de 200/500; 10/25 e 1,4/5,0 µg/kg, para FBs, ZON e AFLs, 
respectivamente.  Na Figura 2 encontramos as curvas de calibração 
para cada uma das toxinas analisadas, respectivamente. Nota: como 
a metodologia utilizada (a) apresenta informações de validação com 
LOD e LOQ e (b) considerando que para análises quantitativas é 
utilizado o dado mais consistente e reproductível (em 10 repetições) 
- definido como LOQ - foram considerados como resultados 
positivos de contaminação, aqueles que obtiveram concentrações 
≥LOQ (500/25/5 µg/kg) para FBs / ZON / AFLs, respectivamente. 
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(a) (b) (c) 
Figura 2. Curvas de calibração de cada micotoxina obtida por ensaio 
imunoenzimático: (a) fumonisinas, (b) zearalenona e (c) aflatoxinas [faixa de 
concentração de 500 a 6000, 25 a 500 e 5 a 50 µg/kg, respectivamente]. 
 
d) Dados climatológicos: os dados de umidade relativa (UR%), 
temperatura (°C) e pluviométricos (mm) foram obtidos através dos 
valores médios disponíveis no site do Instituto Nacional de 
Meteorologia (INMET, 2013). 
 
e) Estatística: foram utilizados parâmetros estatísticos incluídos no 
software Microsoft – Excel para desvio padrão (DP), desvio padrão 
relativo por cento (DPR%), média e faixas (min.; máx.). 
 
A Figura 3 apresenta o fluxograma do estudo da contaminação 
por FBs, ZON e  AFLs em silagens de milho para bovinos provenientes 
da região sul do Brasil. 
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SILAGENS DE MILHO 
Coleta (5kg) 
[propriedades rurais do PR, RS e SC] 
ANÁLISE IMUNOENZIMÁTICA  
(5g) 
Homogeneização (1kg) 
[quarteamento]  
FBs  ZON 
 
AFLs  
 
Concentração* 
(µg/kg) 
Amostras positivas > LOQ**  
(%)  
Secagem e moagem 
[moinho ultra centifugação] 
ARMAZENAGEM CAMPO 
ESTATÍSTICA 
RESULTADOS 
Micotoxinas 
 
Figura 3. Fluxograma do estudo da contaminação por toxinas de (a) campo 
(FBs - fumonisinas, ZON - zearalenona) e  (b) toxinas pós-colheita / 
armazenagem (AFLs - aflatoxinas  ) em silagens de milho para bovinos 
provenientes da região sul do Brasil (PR - Paraná, RS - Rio Grande do Sul e SC 
- Santa Catarina) [
a
 umidade relativa, 
b 
temperatura,  * concentração de toxinas 
≥ ** limite de quantificação (LOQ):   500, 25 e 5 µg/kg, respectivamente] 
Dados 
climatológicos 
(UR%a, T°Cb e pluviométrico) 
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3 RESULTADO E DISCUSSÃO  
 
A partir dos dados obtidos foi possível observar contaminação 
em algumas amostras de silagens de milho, bem como variações nos 
níveis dessa contaminação para as micotoxinas de campo (FBs e ZON) e  
pós-colheita (AFLs)  produzidas na Região Sul. A variabilidade nos 
valores detectados foi indicada pelos DP, DPR% e respectivas faixas de 
contaminação (máximos e mínimos) para as toxinas avaliadas (Tabela 
2). As Figuras 4-6 apresentam comparação dos dados obtidos para as 
três micotoxinas por estado e ano de coleta. 
 
a) Níveis de Micotoxinas e Porcentagens de Amostras 
Contaminadas 
 
(a.1) Toxinas de campo: considerando as toxinas de Fusarium que se 
desenvolvem durante o cultivo do milho ainda no campo, cujas plantas 
são utilizadas integralmente para a produção da silagem, tanto as FBs 
quanto ZON produzidas por Fusarium verticilioides e F. graminearum 
respectivamente foram detectadas em níveis e números diferentes 
dependendo do ano e estado da Região Sul.  
As FBs foram detectadas em uma porcentagem reduzida de 
amostras, ou seja em somente 7,3% (74), com valores superiores a 1.000 
µg/kg (LMT Suiça)  no período da pesquisa para os três estados sendo o 
ano de 2012 que apresentou o menor número de amostras positivas 
(12,8 e 18,9%) para os estados de SC e RS (Figura 5). Considerando os 
níveis de contaminação por FBs, esses variaram de 600-1.800, 500-
3.000 e 500-4.400 µg/kg para os três anos de avaliação, respectivamente 
(Tabela 2). Como esperado, os níveis médios por estados foram 
relativamente menores do que os valores individuais, sendo 840 (500 a 
3.000), 1.580 (500 a 4.400) e 750 (600 a 1.800) µg/kg no ano de 2012 
(DPR% de 51,0 / 84,7 / 27,05%) para PR, RS e SC, respectivamente. 
Independente dos dados acima, se considerarmos o LMT recomendado 
pela FDA (1988) de 30.000 µg/kg, todas amostras analisadas  estavam 
dentro deste padrão. 
Por outro lado, independente da origem da amostra ou período 
de avaliação, a ZON esteve presente em 97,7% (1052) das amostras 
entre 2010 e 2012.  A contaminação média foi de 308,7 µg/kg (min 
28,2; max 1538) com grande variabilidade entre os níveis (DP: 131,3 e 
211,1 e DPR%: 42,1 e 65,4%). Sendo os níveis médios encontrados 
semelhantes entre os estado da Região Sul de (a) 255,7 / 287,1 / 332,7;  
(b) 297,0 / 341,9 / 265,5 e  (c) 344,3 / 334,6 / 302,8 µg/kg para PR, RS e 
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SC nos anos de 2010, 2011 e 2012, respectivamente. Deste total, 75,5 % 
(813) estava acima do LMT estabelecido no Uruguai (200 µg/kg) para 
milho e cevada. Semelhante as FBs, os níveis individuais de 
contaminação por ZON variaram durante o período de estudo, na faixa 
entre 50,3 a 980,6 µg/kg e 82,2 a 1263 µg/kg (DPR%: 55,4% e 61,3%, 
respectivamente) correspondendo aos estados de PR e SC no ano de 
2010. Já no estado de RS os níveis foram na faixa de 28,2 a 850 µg/kg 
(DP/DPR%: 153/51,5%) no mesmo ano. Importante enfatizar que as 
níveis mais elevadas ocorreram somente em três amostras isoladas do 
PR (1065 µg/kg) e SC (1263 e 1538 µg/kg), diferente da maioria das 
amostras analisadas (Tabela 2). Possivelmente esta contaminação foi 
favorecida pela presença de Fusarium graminearum em maior 
quantidade e/ou alguma deficiência no processo de fermentação bem 
como, o teor elevado de umidade normalmente encontrado nesses 
produtos (64-82%). Independente desses dados pontuais, os três estados 
apresentaram incidência de amostras contaminadas muitos semelhantes 
para ZON (Tabela 2).  
Quando esses dados são comparados com a literatura, foi 
observado que o percentual de amostras contaminadas por esta toxina 
foi superior ao reportado por Netto et al. (2002), os quais encontraram 
39,1% de contaminação por ZON, em 52 amostras de silagem de milho, 
avaliadas no período de 1997 a 2001. Diferente do presente estudo, que 
utilizou método imunoenzimático, os autores utiizaram cromatografia 
em camada delgada como metodologia analítica e não informaram seu 
LOQ. Ideal seria a utilização de métodos mais precisos e apurados como 
a cromatografia de alta eficiência com detectores de fluorescência e/ou 
massas. Embora a legislação brasileira não estabeleça limites de 
tolerância para a ZON, a maioria das silagens positivas no presente 
estudo estavam com níveis acima do LMT de outros países tais como o 
Uruguai e a França (LMT: 200 e 50  µg/Kg), respectivamente (FAO, 
2004).  
Os fatores que podem ter propiciado essa contaminação podem 
ter sido a umidade da matéria-prima e temperatura ambiente elevadas 
em que as amostras foram submetidas durante o período de produção da 
silagem tanto do ambiente externo quanto interno do silo 
(SASSAHARA et al., 2003 e CAVAGLIERI et al., 2005). Segundo 
Netto et al. (2002) climas muito umidos, com umidade relativa acima de 
75% e temperaturas alternadas entre 22-27°C e 12-15°C podem 
propiciar o desenvolvimento de micotoxinas semelhante ao observadas 
nas amostras de silagem avaliadas na região sul do Brasil do presente 
estudo. 
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(a.2) Toxinas de armazenagem: são representadas principalmente pelas 
AFLs, as quais podem ser formadas durante a fermentação e/ou 
armazenagem das silagens, processos que ocorrem simultaneamente em 
silos tipo trincheira ou de superfície em áreas de criação de gado. 
Das amostras de silagem de milho (1080) da região Sul do Brasil 
analisadas entre 2010 e 2012, estavam contaminadas nas faixas de 60,2 
a 87,5%; 53,9 a 72,9% e 64,4 a 87,5% provenientes dos estados do PR, 
RS e SC, respectivamente (Tabela 2).  As médias de contaminação 
foram também semelhantes entre os estados, com ligeira elevação para 
os estados de RS e SC com 29,9 (min 5,0; max 97,0) e 32,1 (min 5,0; 
max 98,4) µg/kg para os anos 2012 e 2011 respectivamente. A formação 
dessas toxinas pode ter sido devido às técnicas inadequadas durante a 
colheita do milho em planta ou no seu armazenamento (BOUDRA et al., 
2005; BRYDEN, 2012). Considerando que as AFLs são toxinas de 
armazenagem, as variações climáticas ocorridas no período de 
fermentação da silagem também podem ter favorecido sua formação já 
que tanto a formação quanto a armazenagem ocorrem simultaneamente. 
Na Figura 8 podemos observar as variações de temperatura (11 a 27 °C), 
de UR% (55 a 93%) e de chuvas acumuladas (5 a 340 mm) no período 
de estudo. Outras características que podem contribuir para a 
contaminação são: (a) estruturas físicas inadequadas dos locais de 
armazenamento, (b) a presença de roedores e (c) condições anaeróbicas 
durante a produção da silagem (SASSAHARA et al., 2003; KALAC, 
2011). O estado do PR foi o que apresentou níveis levemente menores 
de contaminação para AFLs com 23,2, 26,3 e 25,6  µg/kg nos anos de 
2010, 2011 e 2012, respectivamente. Foi observado também, tendência 
de aumento da contaminação por AFLs de 2010 para 2012 (Figura 4b), 
assim como seus níveis (Figura 5), independente do estado da região 
Sul. 
Em relação à legislação, contaminação para AFLs superiores a 
50 µg/kg (LMT/Brasil em matérias primas e ingredientes destinados a 
alimentação animal – BRASIL, 1988) foram encontrados em 11,6% 
(125) das amostras das silagens. Se avaliarmos por estado, foram 
encontrados 9,7% (46 de 475) das amostras do PR, 11,3% (31 de 275) 
do RS e 14,5% (48 de 330) de SC. Se observarmos a distribuição destas 
amostras por ano avaliado, a porcentagem de amostras > LMT foi de 
8,5% (18 de 212) em 2010, 10,9%  (36 de 331) em 2011 e 13,2% (71 de 
537) em 2012. 
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Tabela 2. Estatística da contaminação
a
 por micotoxinas em silagens da Região Sul  do Brasil durante o período de 2010 a 2012 
Estado
s 
Amostras Fumonisinas Zearalenona Aflatoxinas 
Parâmetros 2010 2011 2012 2010 2011 2012 2010 2011 2012 
PR 
 
N° total 88 131 257 88 127 257 88 131 256 
N° positivas
b
 10 41 48 88 125 250 53 100 224 
% positivas
b
 11,4 31,3 18,7 100 98,4 97,3 60,2 76,3 87,5 
Min. (µg/kg) 600 500 500 50,3 33,9 66,4 5,0 5,0 5,0 
Máx. (µg/kg) 2.000 2.900 3.000 980,6 1.065 883,0 76,2 93,8 97,0 
Média (µg/kg) 1.030 832 840 255,7 287,1 332,7 23,2 26,3 25,6 
DP 494,5 514,5 428,1 141,5 147,3 140,1 20,6 17,8 16,7 
DPR (%) 48,0 61,9 51,0 55,4 51,3 42,1 88,5 67,7 72,9 
 N° total 65 96 111 65 96 114 65 96 114 
 N° positivas
b
 18 33 21 64 95 111 35 70 82 
RS 
% positivas
b
 27,7 34,4 18,9 97,5 99,0 97,4 53,9 72,9 71,9 
Mín. (µg/kg) 600 500 600 28,2 56,8 74,6 5,4 5,0 5,0 
Máx. (µg/kg) 3.500 2.600 4.400 850,0 820,2 715,4 77,4 60,6 125,8 
Média (µg/kg) 1247 824,2 1.580 297,0 341,9 265,5 28,9 23,3 29,9 
DP 866,8 433,8 1.338 153,0 167,7 131,3 21,7 14,3 24,7 
DPR (%) 69,5 52,6 84,7 51,5 49,0 49,4 75,0 61,5 82,9 
 N° total 59 90 109 59 104 167 59 104 167 
 N° positivas
b
 18 24 14 57 103 159 38 91 136 
SC 
% positivas
b
 30,5 26,7 12,8 96,6 99,0 95,2 64,4 87,5 81,4 
Mín. (µg/kg) 600 500 500 82,2 53,4 33,8 5,8 5,0 5,0 
Máx. (µg/kg) 1800 1600 1200 1263 778,0 1538 105,4 98,4 100 
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Média (µg/kg) 1.061 833,3 750,0 344,3 334,6 302,8 28,6 32,1 27,3 
DP 394,3 352,2 202,9 211,1 142,6 198,0 21,0 22,5 21,8 
DPR (%) 37,2 42,3 27,05 61,3 42,6 65,4 73,2 70,2 79,9 
Região  
Sul 
Total/positvas(
%)
b
 
1006 / 227 (22,6%) 1077 / 1052 (97,7%) 1080 / 829 (76,8%)  
Média 
Geral
c
(µg/kg) 
         956,6 308,7 27,03 
a 
concentração ≥ LOQ, DP - desvio padrão, DPR – desvio padrão relativo;  
b
 > LOQ: 500/25/5 µg/kg para FBs/ZON/AFLs, 
respectivamente;  
c
 média considerando todas as amostras ≥LOQ no período do estudo 
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(a.3) Faixas de contaminação: considerando que para algumas toxinas, 
o número de amostras contaminadas bem como, os níveis em relação ao 
número total de amostras, foram diversificados, a média calculada pode 
não refletir a realidade.  
Portanto, através da distribuição dos níveis em faixas (< ou > 
aos LMT brasileiro / europeu / americano), foi possível ter uma imagem 
mais apurada da contaminação.  
A Figura 4a apresenta a distribuição das amostras por faixas de 
concentração e sua relação com LMTs permitidos. Nela foi possível 
perceber que para as FBs, a maioria  dos resultados (+) estava abaixo de 
1.000 µg/kg (LMT Suiça: 1.000 µg/kg). Já para ZON,  a maioria dos 
resultados encontram-se na faixa de 200-500 µg/kg (61,3 a 68,5%)  
sendo que para o ano de 2011, houve uma tendência a resultados mais 
altos nas faixas acima de 200 µg/kg (LMT Uruguai: 200 µg/kg). Para as 
AFLs, a distribuição foi homogênea nas faixas de concentração. No 
entanto foi possível perceber tendência a resultados mais elevados em 
2012 (com médias de 25,6, 29,9 e 27,3 µg/kg para o PR, RS e SC, 
respectivamente, todas abaixo do LMT do Brasil, porém, acima do 
estabelecido pelos EUA. Ainda pode ser observado que foi crescente 
entre os anos a porcentagem de amostras com níveis acima do LMT 
estabelecido pelo Brasil para AFLs (BRASIL,1988).  
 
(a.4) Toxinas detectadas nas silagens versus recomendações: se 
considerarmos os valores de referência oficiais estabelecidos pelo 
MAPA para AFLs em alimentos para animais, 11,6% (125) das 
amostras estava fora do limite estabelecido. Já se considerarmos a 
recomendação do FDA para FBs, nenhuma amostra apresentou valores 
fora do limite máximo e se considerarmos o LMT pela Suiça para milho 
(1.000 µg/kg), 7% das amostras estavam com valores superiores ao 
estabelecido. 
Por outro lado, se considerarmos a recomendação do CPFOR 
(UFPR, 2011), 93% das amostras da região Sul do Brasil estavam dentro 
do limite aceitável para FBs, 51% para ZON e 61% para AFLs (Figura 
6). Se avaliarmos as amostras de acordo com esta recomendação, nos 3 
anos do estudo, foi possível perceber que vem ocorrendo diminuição no 
percentual de amostras críticas para FBs. Por outro lado, para as AFLs 
foi observado um aumento nas amostras apresentando níveis acima do 
limite crítico com 29, 44 e 40% para os anos de 2010, 2011 e 2012, 
respectivamente (Figura 7). A maior ocorrência de amostras com 
concentração considerada crítica foi para ZON, com variação entre os 
estados de 52% (246), 43,3% (119) e de 47% (155) para o PR, RS e SC, 
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respectivamente. Vale ressaltar, no entanto que esta informação está 
baseada em recomendações, e não em legislação específica. 
76 
 
   
   
(a.1) FBs (a.2) ZON (a.3) AFLs 
 
 
 
 
 
 
(b.1) FBs (b.2) ZON (b.3) AFLs 
 
 
Figura 4. Contaminação por micotoxinas em silagens de milho da região Sul do Brasil: (a) porcentagem de amostras por faixas 
de concentração e (b) concentração média  por estado e ano [(1) fumonisinas – FBs;  (2) zearalenona – ZON e (3) aflatoxinas – 
AFLs]. LOQ do método: 500,25 e 5 µg/kg, para FBs, ZON e AFLs, respectivamente. LMT: 1 - Suiça (1000 µg/kg), 2 -Uruguai 
(200 µg/kg), 3 - USA/CE (20 µg/kg) e Brasil (50 µg/kg)  
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Figura 5. Incidência de amostras de silagem de milho contaminadas por  (a) FBs, (b) ZON e (c) AFLs com concentração ≥ LOQ [ 
500/25/5 µg/kg], respectivamente, coletadas de propriedades rurais dos estados do Paraná ( PR), Rio Grande do Sul (RS) e Santa 
Catarina (SC).  
 
Figura 6. Classificação das contaminações de amostras de silagem de milho da região Sul do Brasil:  (a)  FBs, (b)  ZON e (c) 
AFLs por ano de de acordo com as recomendações do CPFOR/UFPR. [Limite máximo crítico : > 20, >286 e > 1000 µg/kg  e  
aceitável : <19, <285 e <1000 µg/kg para as três toxinas,   respectivamente. 
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ZON   (b.1) 2010 (b.2) 2011 (b.3) 2012 
   
 
TOXINAS PÓS-COLHEITA 
  
   
   
AFLs   (c.1) 2010 (c.2) 2011 (c.3) 2012 
 
  
Figura 7. Classificação das contaminações por (a) fumonisinas – FBs, (b) zearalenona – ZON e (c) aflatoxinas – AFLs por ano 
das amostras de silagem de milho da região Sul do Brasil de acordo com as recomendações do Centro de Pesquisa em 
Forragicultura da Universidade Federal do Paraná. [1:2010; 2:2011 e 3: 2012]. 
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(b) Efeitos da Contaminação no Gado Leiteiro 
 
(b.1) Fumonisinas: de acordo com as recomendações do CPFOR 
(UFPR, 2011) são considerados níveis de contaminação aceitáveis, 
valores inferiores a 1.000 µg/kg. A presença desta toxina na alimentação 
do gado leiteiro pode se tornar um problema para saúde pública, uma 
vez que ela pode ser transferida para o leite consumido pelo homem. 
Hammer et al (1996), citado por Spahr et al.(2000), estima uma 
transferência média de 0,05%, após uma exposição oral de alimentação 
3000 µg/kg. Outro fator que deve ser abordado são os prejuizos 
econômicos decorrentes da presença dessas toxinas na alimentação do 
gado. Em um estudo publicado por Diaz et al. (2000) ocorreu uma 
menor produção de leite nos animais tratados com ração contaminada 
por 100.000 µg/kg de FBs, no período de 70 dias.  No entanto, nenhum 
traço de FB1 foi detectado no plasma de animais expostos a alimentação 
contaminada por 1000 ou 5000 µg/kg (PRELUSKY et al., 1995). 
Felizmente, no presente estudo, não houve identificação de amostras 
com valores tão elevados quanto os descritos/utilizados por Diaz et al. 
(2000). As médias encontradas foram relativamente baixas, assim como 
também a porcentagem de amostras contaminadas, de forma que 
podemos afirmar que, com excessão a algumas amostras, as FBs não 
foram um problema na silagem de milho avaliadas no período do 
presente estudo. 
 
(b.2) Zearalenona: considerando os efeitos dessa toxina nos animais, os 
níveis médios encontrados no presente trabalho, foram inferiores ao 
descrito por Prelusky et al. (1990), o qual reporta que a ingestão pelo 
gado leiteiro de 50.000 a 165.000 µg/kg de ZON por um período de 21 
dias, não foi suficiente para apresentar resíduos no leite. Outros estudos 
já realizados no Brasil e na Argentina também encontraram 
contaminações por ZON, em amostras de silagem de milho 
(SASSAHARA et al., 2003; CAVAGLIERI et al., 2005) a qual tem ação 
direta no sistema reprodutivo podendo ocasionar diminuição da 
fertilidade, diminuição das taxas de ovulação e produção do leite, 
vaginite e aumento uterino, mais especificamente em suínos (NONES & 
SCUSSEL,2013).  
(b.3) Aflatoxinas: já as  AFLs, são classificadas como as toxinas de 
maior poder carcinogênico dentre as estudadas, afetando principalmente 
o fígado. As AFLs causam diminuição do rendimento do animal além de 
poder se biotransformar em AFM1 e passar a ser um perigo também para 
os seres humanos. Os dados obtidos em silagens no presente estudo 
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foram maiores se comparados aos dados citados por Whitlow et al. 
(2005), onde foram encontrados 8% de amostras positivas das 461 
amostras avaliadas na Carolina do Norte, EUA no período de 9 anos. 
 
(c)  Característica da Região sul versus Micotoxinas  
 
Os três estados brasileiros pertencentes a Região Sul estão 
localizados abaixo do trópico de Capricórnio, na zona temperada com 
quatro estações bem definidas. 
Uma característica bastante típica da região é apresentar 
variações de temperaturas durante as estações do ano, inclusive dentro 
da mesma estação. Podem chegar a temperaturas negativas no inverno 
(≥ -4ºC) a bastante elevadas no verão (≤ 40ºC) além de oscilações 
abruptas entre os dias e noites causando choque térmico e estresse 
fúngico, possibilitando a produção de toxinas, se os fungos presentes 
forem toxigênicos, principalmente para toxinas de campo.  A região de 
coleta das amostras está situada nos planaltos dos estados do PR, RS e 
SC, e apesar da diferença ser pequena entre os estados (Figura 8), pode 
ser observado que a temperatura no estado do RS foi a que mais variou 
entre o período do estudo sendo que o ano de 2012 foi o mais quente 
entre os estados (média de 27°C no mês de fevereiro em SC).  
A chuva acumulada (mm) foi praticamente igual nos três 
estados, sendo que em 2010, houve um pequeno aumento em SC (340 
mm no mês de abril). A UR% foi maior para o estado do PR (Figura 8) 
com máxima de 93% em maio de 2010.   
A silagem de milho na região foi produzida nos meses de (a) 
dezembro e janeiro (T°C e UR) a partir do milho plantado entre 
agosto e setembro (T°C e UR) e  (b) nos meses de março e abril 
(T°C) do milho plantado em dezembro, portanto com condições de 
proliferação dos fungos com possibilidade de formação de toxinas.  
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Figura 8. Condições climáticas: (a) Temperatura (ºC); (b) Índice Pluviométrico 
(mm) e (c) Umidade Relativa – UR (%) nos estados do Paraná (PR), Rio grande 
do Sul (RS) e Santa Catarina (SC) no período de 2010 a 2012 do presente 
estudo (www.inmet.gov.br, 2013). 
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4 CONCLUSÃO 
 
O principal problema da atividade fúngica em silagens é que, 
além da proliferação de fungos e outros microorganismos 
fermentadores, também podem se desenvolver os toxigênicos com a 
possível produção de toxinas, levando a conseqüências graves para a 
performance animal.  
Os dados obtidos demonstram que parte das silagens, fornecidas 
ao gado leiteiro nos três estados da Região Sul do Brasil, estava 
contaminada pelas toxinas FBs / ZON / AFLs no período de estudo 
(2010 a 2012). Para FBs, quase a totalidade das amostras (93 %) 
apresentou níveis abaixo do LMT (Suíça: 1000 µg/kg), por outro lado, a 
ZON apresentou porcentagem (75,5 %), contudo para  níveis acima de 
LMTs internacionais (Uruguai: 200 µg/kg). Já as AFLs, menos da 
metade das amostras (39%) estava acima do LMT estabelecido pela 
Europa e Estados Unidos (CE&EUA: 20 µg/kg). Quando considerarmos 
somente o LMT brasileiro para AFLs (o único para micotoxinas em 
alimentos animal), 11,6% de amostras estavam acima desse limite 
(Brasil: 50 µg/kg %). 
Considerando que a produção de silagem de milho ocorre em 
condições favoráveis para o crescimento de fungos (teor de umidade > 
63%, umidade relativa de 55 a 93% e temperatura > 11ºC), o 
crescimento fungico é comum, principalmente em silagens mal vedadas 
e com baixa compactação. Portanto, há necessidade de adequação das 
práticas agricolas na produção da silagem (desde a colheita, durante a 
moagem, na compactação e período fermentativo) incluindo cuidados no 
tipo de silo utilizado (seu tamanho, característica de sua vedação e 
contato com o solo). Também é necessário um constante monitoramento 
dessas toxinas, a fim de evitar ou minimizar os eventuais danos 
econômicos e de produção. Além disso, a garantia na qualidade 
alimentar do gado leiteiro irá propiciar maior qualidade no leite, o qual é 
consumido pela população brasileira tanto in natura como através dos 
seus derivados. 
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RESUMO  
 
Esse trabalho reporta o desenvolvimento de metodologia para análise 
rápida de aflatoxinas (AFLs) em milho (Zea mays L.) por espectrometria 
através de sua detecção em  comprimento de onda na faixa do 
infravermelho próximo (S-NIR). Para tal, foram utilizadas 450 amostras 
de milho em grão (contendo uma faixa ampla de contaminação bem 
como amostras negativas como Controle) previamente analisadas por 
método imunoenzimático (ELISA). Através de leituras destas amostras 
no S-NIR, foi definida e quantificada a curva de calibração 
correspondente a faixa de AFLs (amostras contendo AFLs em diferentes 
concentrações) que representem contaminações em milho (≤ e > do 
limite máximo tolerável- MTL do Mercosul e Brasil: 20 e 50 µg/kg, 
respectivamente para alimentos para animais de produção). O Limite de 
quantificação (LOQ) do método referência utilizado para quantificar 
previamente a contaminação por AFLs foi de 5 µg/kg. A partir dos 
dados referência, foram obtidos espectros no S-NIR e desenvolvida 
curva de calibração através de modelos matemáticos aplicados para 
verificar a viabilidade da análise de AFLs por S-NIR. Dos 450 espectros 
coletados (λ: 400 a 2500 nm), 24 espectros foram selecionados para o 
tratamento matemático e aplicada a equação de regressão mínimo 
quadrados parciais - PLS (partial least-square). A faixa de detecção 
estabelecida foi de 6,1 a 62,0 µg/kg. O valor de R² (coeficiente de 
determinação) para a curva de AFLs no milho foi de 0,9885, SECV 
(erro padrão de validação cruzada)de 7,4508 e SEC (erro padrão de 
calibração) de 2,0584. Novos espectros de amostras contaminadas 
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deverão ser coletadas com objetivo de tornar a curva mais robusta bem 
como estabelecer seus respectivos limite de detecção (LOD) e LOQ. 
 
Palavras chave: aflatoxinas, milho, espectrometria, infravermelho 
próximo, NIR,. 
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ABSTRACT 
 
This work reports the development of a methodology for rapid analysis 
of aflatoxins (AFLs) in maize (Zea mays L.) spectrometry through its 
detection wavelength in the near-infrared (NIR-S). To this end, we used 
450 samples of corn (containing a wide range of contamination as well 
as negative control samples) previously analyzed by enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA). Through readings of these samples in 
the NIR-S, was defined and quantified the calibration curve 
corresponding to band AFLs (AFLs samples containing different 
concentrations) that represent contamination in maize (≤ and> the 
maximum limit tolerable-LMT Mercosul and Brazil: 20 and 50 µg/kg, 
respectively for animal feed production). The limit of quantitation 
(LOQ) of the reference method used to quantify previously 
contamination AFLs was 5 µg/kg. From the data reference spectra were 
obtained on S-NIR calibration curve developed using mathematical 
models applied to verify the feasibility of analysis of AFLs by S-NIR. 
Of the 450 collected spectra (λ: 400 to 2500 nm), 24 spectra were 
selected for the mathematical treatment and applied the regression 
equation partial least squares - PLS (partial least-square). The detection 
range was set from 6.1 to 62.0 µg/kg. The value of R² (coefficient of 
determination)  for the curve AFLs maize was 0.9885, SECV (standard 
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error of cross validation) of 7.4508 and SEC (standard error of 
calibration) of 2. New spectra contaminated samples should be collected 
in order to make the curve more robust as well as establish their 
respective LOD and LOQ. 
 
Keywords: aflatoxins, maize, spectrometry, near infrared, NIR,. 
 
1. INTRODUÇÃO: 
 O milho (Zea mays L) atua como fonte energética nas dietas 
animais e este ingredientes pode constituir cerca de 60% da composição 
de uma ração. As micotoxinas são metabólitos secundários produzidos 
por fungos filamentosos que causam uma resposta tóxica (micotoxicose) 
quando ingeridos por animais e seres humanos. A presença de 
micotoxinas, principalmente as AFLs (AFB1, AFB2, AFG1, AFG2), 
contribui de modo significativo para perdas no rendimento de animais 
(Figura 1), podendo levar até a morte (FERNANDEZ –IBAÑEZ et al., 
2009). 
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Figura 1. Estruturas químicas das Aflatoxinas (a) AFB1, (b) AFB2, (c) AFG1 e 
(d) AFG2 (Scussel et al, 2011). 
 
A análise destas micotoxinas pode ser realizada por métodos 
complexos como cromatografia líquida acoplada a detector de 
espectrometria de massa (CL-MS), de fluorescência (CL-FLD) e 
ultravioleta (CL-DUV) além de outros mais simples como por 
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cromatografia em camada delgada (CCD), bem como rápidos, os 
imunoenzimáticos (ELISA), que podem ainda quantificar (utilizando 
leitoras) ou detectar em faixas de contaminação utilizando tiras 
contendo reagentes indicadores - lateral flow strips (FERNANDEZ-
IBAÑEZ et al., 2009).  
A espectroscopia na região do infravermelho próximo (S-NIR) 
metodologia de detecção de diversos compostos constituintes dos 
alimentos, sem afetar /interferir com a estrutura da amostra (não 
necessita triturar ou extrair com solventes) , vem sendo avaliada para 
novas aplicações. Esse método determina grupos funcionais de uma 
amostra onde cada grupo absorve diferentes freqüências, as quais 
apresentam vibrações específicas (de estiramento ou deformação) que 
correspondem ao nível de energia da molécula, possibilitando a 
determinação de diversos compostos simultaneamente. Os sinais 
observados para a região do NIR são devidos principalmente a sobretons 
e bandas fundamentais de ligações O-H, N-H, C-H e S-H, e bandas de 
ligações como C=O, C-C e C-Cl que são muito mais fracas ou até 
mesmo ausentes (SKOOG,2007; PANERO, 2007) (Figura 2). 
 
 
Região segunda banda 
Região terceira banda Região primeira banda 
Região combinação de banda 
Comprimento de onda (nm) 
 
Figura 2.  Faixa espectrométricas na região do infravermelho próximo (700 – 
2500 nm) e sua relação entre os comprimentos de onda, grupos químicos 
funcionais de compostos avaliados e regiões de absorbância / reflectância 
representados por  bandas em nm. FOSS (2011). 
Atualmente S-NIR tem alcançado grande ampliação de suas 
aplicações, com o desenvolvimento de equipamentos mais precisos e 
devido à sua potencialidade na caracterização e quantificação de 
diferentes parâmetros químicos (OLIVEIRA, et al., 2011). 
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 A análise por S-NIR apresenta-se como uma alternativa rápida e 
barata para atender a necessidade da indústria na qualificação da 
matéria-prima recebida. É definida como análise em tempo real pois 
requer pouco tempo de análise (cerca de 1 min).  A amostra não requer 
preparação e não é destruída. Não utiliza reagente químico e é um 
método bastante preciso (GASPARDO, et al, 2012).  É muito utilizado 
nos setores químicos, de alimentos, de polímeros, texteis, de 
biotecnologia, da agricultura, de cosméticos e no setor famacêutico 
(FOSS,2011). 
A região espectral no IR abrange a radiação com comprimento 
de onda no intervalo de 780 a 100.000 nm, sendo divida em três faixas: 
no NIR (780 a 2.500 nm), no infravermelho médio - MIR (2.500 a 5.000 
nm) e a radiação no infravermelho distante - FIR (5.000 a 100.000 nm). 
Esta técnica teve sua primeira aplicação na segunda guerra mundial, 
usada para monitorar a qualidade na indústria petroquímica utilizando a 
região MIR. A região NIR pode ser dividida em ondas curtas (short-
wavelength NIR) compreendendo de 750 a 1.100 nm; e NIR de ondas 
longas (long-wavelength NIR) compreendendo a faixa de 1.100 a 2.500 
nm (Figura 3). Estas subdivisões são baseadas somente nos tipos de 
detectores usados, sendo que os detectores de silício são para ondas 
curtas e de chumbo ou germânio para ondas longas (PANERO, 2007).  
 
 
Figura 3. Faixa espectrométrica com localização da banda na região do 
infravermelho próximo (FOSS, 2011) 
 
A informação contida no espectro NIR pode ser empregada para 
ter uma estimativa da concentração de uma dada substancia na amostra, 
ou ainda, a estimativa de uma propriedade física quando esta pode ser, 
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de alguma forma, correlacionada com alterações significantes na 
intensidade e/ou comprimento de onda das características espectrais 
produzidas pela amostra (PASQUINI, 2003) citado por (PANERO, 
2007). 
A instrumentação utilizada na obtenção dos espectros NIR é 
composta basicamente por cinco componentes: uma fonte de radiação 
contínua, um seletor de comprimento de onda (monocromador), uma 
porta amostra, um detector de radiação conversor de energia luminosa 
em elétrica e um dispositivo leitor da resposta do detector. 
Conforme de Mello e Scussel (2009), o potencial do 
espectrômetro de detecção no NIR tem sido relatado como uma 
ferramenta na detecção de deterioração fúngica em produtos agrícolas. 
Os fungos infectam o germe rico em lipídios hidrolizando-os, 
influenciando as mudanças no espectro NIR. A técnologia NIR fornece 
uma alternativa não destrutiva que pode medir constituintes de matrizes 
biológicas para predizer a composição e alterações de produtos 
agrícolas.  
Segundo Gasparto, et al (2012), os métodos oficiais são 
métodos precisos, mas demorados e caros, não sendo adequados para 
uma resposta em tempo real.  O S-NIR é um método físico, rápido, não 
destrutivo, exigindo pouca ou nenhuma preparação da amostra e em 
comparação com a química tradicional, não necessita de reagentes nem 
gera resíduos (GIVENS, DE BOEVER, & DEAVILLE, 1997). No 
campo da análise de cereal, o NIR tem sido utilizado desde finais dos 
anos setenta na análise de proteínas, umidade, conteúdo de fibras 
dietéticas e adulteração de trigo (ARCHIBALD & KAYS, 2000; 
COCCHI et al, 2006;. KAYS, BARTON, & WIDHAM, 2000) 
Quanto à micotoxinas, a análise por NIR também foi aplicada 
para detectar danos e estimar níveis de desoxinivalenol e ergosterol no 
trigo em grão (DOWELL, RAM e SEITZ, 1999), fumonisinas em 
semente de milho infectado com Fusarium (DOWELL, et al 2002, 
PETERSON e ABERG, 2003) e AFB1 em milho e trigo 
(FERNANDEZ-IBANEZ et al., 2009). 
Portanto, a espectroscopia NIR tem potencial para 
monitoramento on-line do controle de qualidade nas indústrias de 
alimentação humana e animal. Porém, ainda há poucos estudos sobre a 
utilização de espectroscopia de NIR, provavelmente devido à sua 
dependência na calibração com procedimentos químicos de  referência 
(KOS, LOHNINGER, & KRSKA, 2002; TRIPATHI & MISHRA, 
2009).  
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 O presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento da 
metodologia analítica através da caracterização e identificação de curvas 
de calibração para AFLs em milho por S-NIR visando diminuir o custo 
de análise e agilizar os resultados de forma a reduzir o tempo para a 
tomada de decisões quanto ao uso do produto analisado.  
 
 
2 MATERIAL E MÉTODOS 
 
2.1 MATERIAL 
 
a) Amostras: 450 amostras de milho em grão, seco (a) contaminada e 
(b) sem contaminação por AFLs. Com umidade média de  12,5% (mín 
10,2; máx: 15,7).  
 
b) Testes para análise de micotoxinas por imunoensaio: foi utilizado 
conjunto imunoenzimático para AFLs, modelo Veratox (Neogen) 
(cód.8030). O conjunto era composto  por (b.1) padrões de AFLs 
[AFB1+AFB2+AFG1+AFG2] com concentrações de 0, 5, 15 e 50 µg/kg 
em solvente metanol,  (b.2) substrato (marcador de cor K-Blue) e (b.3) 
conjugado (AFLs enzimo-marcadas). 
 
d) Equipamentos: balança semi-analítica modelo Precision Standard 
(Ohaus); moinho de ultracentifugação (peneira de 1 mm) modelo 
ZM200 (Retsch);  leitora  de microplacas ELISA (Neogen); 
espectrômetro NIR (S-NIR) com faixa de 400 a 2500 nm (NIR-XDS-
FOSS), células  cilíndricas de aço e carbono com diâmetro de 35 mm e 
base de  quartzo (ring cells - Figura 4). 
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Figura 4. Célula utilizada para coleta dos espectros no equipamento Foss XDS. 
 
c) Outros materiais: metanol, p.a. (Quimis),  micropipetas monocanal e 
multicanal (100 µL; 100-1000 µL)  e  ponteiras (Brand), frascos de 
coleta de polipropileno (80 mL) com tampa (JProlab), saco de 
polietileno (17x34 cm), luvas de látex descartáveis (Supermax), 
caladores de profundidade e de sacaria, quarteador (Johnes) e softwares: 
Isiscan  e Winisis III (Foss - DK). 
 
2.2 MÉTODOS 
 
a) Coleta e preparo das amostras:  (a.1) coleta de amostra - o milho 
foi coletado com auxilio de caladores de profundidade (quando em 
caminhões ou silos), de sacaria (quando ensacado) ou com auxílio de 
conchas ou manual (durante a descarga ou da mesa densimétrica); (a.2) 
preparo da amostra -  a amostra (2 kg) foi homogeneizada e 1 kg 
separado em saco de polietileno devidamente  identificado e 
encaminhado ao laboratório. Após ser novamente homogeneizada e 
quarteada, uma porção de 100g foi moída e passada em peneira (1 mm) 
utilizando moinho de  ultra centrifugação com velocidade de 12.000 
rpm.  Após moagem* e homogeneização, porções de 5 g e cerca de 8 g 
foram separadas para (a) análise de AFLs por ensaio imunoenzimático e 
(b) estudo de análise de AFLs por S-NIR através da obtenção de  seus 
Membrana de quarto 
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espectros e curva de calibração. * A moagem (preparo da amostra) foi 
realizada no dia da análise. 
 
b) Determinação de AFLs em milho  
 
b.1) Por ensaio imunoenzimático (ELISA) – método referência: a 
metodologia utilizada foi a descrita por Neogen (2013). AFLs foram 
extraídas de amostras de milho, triturado através da homogeneização de 
5 g de cada amostra com 25 mL uma mistura de metanol e água 
(70:30v/v) por 3 min. Após repouso (2 min), o sobrenadante foi filtrado 
e utilizado para o ensaio imunoenzimático (reações antígeno-anticorpo) 
para AFLs. Além da amostra, padrões em diferentes concentrações, 
seguido de conjugado (toxina enzimo-marcadas) e reagente com 
indicador de cor (substrato) foram utilizados.  A análise é baseada no 
desenvolvimento de cor. A cor formada é inversamente proporcional à 
concentração da micotoxina.  Os padrões foram utilizados para criar 
uma curva de calibração, a partir da qual as concentrações das amostras 
foram calculadas. As densidades óticas das amostras foram detectadas e 
quantificadas em leitora ELISA com um filtro de 650 nm. Os limites de 
detecção (LOD) e de quantificação (LOQ) do método foram de 1,4 e 5,0 
µg/kg, respectivamente. Para cálculo do resultado, foi utilizada curva de 
calibração obtida com padrões de AFLs nas concentrações de 0,5,15  e 
50 µg/kg mantendo um como Controle (sem toxinas) em solvente 
metanol (Figura 5).  
 
 
Figura 5. Densidade ótica dos padrões de aflatoxinas analisadas e construção da 
curva de calibração, obtidas por análise imunoenzimática - ELISA. 
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b.2) Por espectrometria (S-NIR) – método em estudo: para 
desenvolvimento de metodologia analítica para AFLs em amostras de 
milho por NIR, foram seguidas as etapas de: (b.2.1) coleta dos 
espectros, (b.2.2) construção de curva de calibração e  (b.2.3) validação 
da metodologia além de (b.2.4) comparação dos dados para método já 
validado e reconhecido internacionalmente (NEOGEN, 2012). A Figura 
7 apresenta o fluxograma do desenvolvimento de metodologia analítica 
para AFLs por S-NIR.  
(b.2.1) coleta dos espectros: imediatamente após a análise de 
cada amostra de milho seco por ELISA, cerca de 8 g foram utilizados 
para preenchimento da célula cilíndrica de quartzo do S-NIR e obtenção 
do espectro de reflectância  (Figura 6). A leitura desses espectros foi 
realizada por varredura em intervalos de 0,5 nm na faixa de  400 a 2500 
nm.  
 
  
(a) (b)  
 
Figura 6. Célula (ring cell) (a) preeenchida com amostra  e  (b) com amostra 
compactada e pronta para ser coletado espectro no equipamento Foss XDS. 
 
(b.2.2) desenvolvimento da curva de calibração: a fim de 
desenvolver um modelo capaz de relacionar corretamente dados 
espectrais com concentrações de AFLs e de distinguir milho 
contaminado (com AFLs) do não contaminado (Controle), os espectros 
gerados foram utilizados para o desenvolvimento da curva de calibração. 
A curva foi obtida utilizando o software Winisis III - Intrasoft 
International, onde equações matemáticas, aliadas a estatística foram 
aplicadas. Foi utilizado a regressão Mínimos Quadrados Parciais - PLS 
Amostra: (milho ± 8g) 
S-NIR ring cell 
 
S-NIR ring cell 
 
milho compactado 
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(Partial Least-Square), com tratamento 2,4,4,1. O PLS  é o método mais 
utilizado para a construção de modelos de calibração multivariada que 
relacionam uma matriz X e um vetor y (Y é uma matriz quando mais de 
uma variável dependente/propriedade é prevista) (SILVA,2011).  A 
análise dos dados foi realizada usando os espectros completos 
escaneados (400 – 2500 nm).  A cada um dos 450 espectro coletados 
foram informados os valores de AFLs encontrado na amostra.  
(b.2.3) validação da metodologia e (b.2.4) comparação dos 
dados com  método já validado serão mencionados e discutidos em 
Resultados  e Discussões (Sessão 3). 
Figura 7. Fluxograma do desenvolvimento de metodologia analítica para 
aflatoxinas por espectrometria na região do infra vermelho próximo (S-NIR) e 
comparação com ensaio imunoenzimático. 
 
2. RESULTADOS E DISCUSSÕES 
 
Desenvolvimento de método para análise de AFLs por S-NIR 
 
 A partir da avaliação dos dados obtidos de 450 amostras de 
milho contaminadas com AFLs e Controle pelo (a) método referência 
utilizado (imunoenzimático) reconhecido e recomendado por órgãos 
oficiais internacionais (USDA - GIPSA, 2008) e dos (b) espectros 
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obtidos por S-NIR com desenvolvimento de curva de calibração e sua 
aplicação matemática extrapolada para AFLs, foi possível obter 
informações importantes quanto a detecção e quantificação de AFLs As 
Figuras 8-14 e Tabelas 1-3 apresentam os espectros com construção das 
curvas, dados de AFLs das amostras utilizadas para a construção das 
curvas de calibração por S-NIR, e comparação de níveis AFLs por S-
NIR e método referência. 
 
2.1. 3.1 NÍVEIS DE AFLS OBTIDOS PELO MÉTODO REFERÊNCIA 
– ELISA 
 
 Das 450 amostras de milho avaliadas pelo método referência, 
9,1% (41) foram positivas para AFLs, sendo que 3,1% (14) 
encontravam-se com concentração entre 5 (LOQ) e 10 µg/kg e 1,3% (6) 
entre 10 e 20 µg/kg (LMT Mercosul: para animal; Brasil: para humanos 
– MERCOSUL, 2002; ANVISA, 2011). Acima de 20 µg/kg foram 
detectadas em 2% (9) do total de amostras, portanto estavam em 
desacordo com a legislação da ANVISA.    
        As amostras que apresentavam contaminação superior a 50 µg/kg 
(LMT para alimento animal – MAPA, 1988) representavam 2,7% (12) 
do total os resultados obtidos por ELISA.  De acordo com os dados 
obtidos,  4,7 % dos milhos analisados estão em desacordo com a 
legislação vigente para consumo humano (ANVISA, 2011) e apenas 
2,7% em desacordo com as recomendações do para alimentos destinados 
a alimentação animal MAPA (BRASIL,1988). As demais amostras 
(409), tiveram concentração abaixo do LOQ. Destas, 14,4% (65) com 
resultados entre LOD (1,4) e 4,9 µg/kg, ou seja ainda dados abaixo do 
LOQ, portanto não possíveis de repetição e o restante das amostras, 
76,5% (344) tiveram resultados inferiores a 1,4 µg/kg  (LOD) 
considerando como negativo  para posterior estudo dessas toxinas por S-
NIR.  A Figura 8 apresenta a distribuição dos níveis de contaminação 
por AFLs das amostras de milho.  
Considerando apenas as amostras positivas e utilizadas no 
desenvolvimento de método por S-NIR, 4.4% (20) ficaram com níveis 
de contaminação entre 5 e 20 µg/kg (o que pode ser aplicado para o S-
NIR com LMT para humanos) e 4,7% (21) com níveis de até de 50 
ug/kg. Na Figura 9, temos a distribuição das 41 amostras positivas por 
faixas de contaminação, onde podemos observar que das amostras 
positivas, metade está dentro dos limites da ANVISA. A média dos 
resultados (total 450) foi de 3,34 µg/kg sendo o máximo valor 
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encontrado de 105,5 µg/kg. Se considerarmos apenas as amostras 
contaminadas (41) a média fica em 32,01 µg/kg.   
 Após estas amostras de milho serem analisadas por 
imunoenzimático (ELISA) e determinados seus níveis de concentração, 
as mesmas foram avaliadas por S-NIR para obtenção de dados 
comparativos de contaminação através de características dos espectros, 
curvas de calibração, aplicação de matemática através de softwares e 
correlação com contaminação por AFLs. 
 
 
Figura 8.  Distribuição das amostras de milho (Zea mays L.) de acordo com 
faixas de contaminação por AFLs detectadas por método imunoenzimático nas 
amostras de milho (LOD = 1,4 µg/kg, LOQ = 5 µg/kg) [LMT: limite máximo 
tolerável]. 
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Figura 9. Distribuição das 41 das amostras de milho (Zea mays L.) 
identificadas como contaminadas (≥ LOQ)  (método imunoenzimático) por 
faixas de contaminação. LMT: limite máximo tolerável. 
 
3.2 NÍVEIS DE AFLs OBTIDOS PELO MÉTODO EM ESTUDO - S-
NIR 
 
a) Coleta dos espectros 
 
As amostras de milho selecionadas após análise das concentrações de 
AFLs por ELISA, foram colocadas em cápsulas (ring cell) do 
equipamento S-NIR e coletados seus espectros em toda a faixa de 
comprimentos de onda (400 a 2500 nm).  A Figura 10a apresenta o 
espectro de amostra individual e 10b apresenta os espectros das 
amostras de milho onde pode ser observado que os picos ocorrem nos 
mesmos comprimentos de onda para todas as amostras, indiferentes se 
contaminadas ou não, apenas com intensidades diferentes. 
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Figura 10. (a) Espectro de  amostra individual e  (b) Espectros de 450 
amostras de milho (Zea mays L.) na faixa do infravermelho próximo de 
400 a 2500 nm. 
 
As semelhanças e diferenças observadas, através dos dados 
obtidos pelo processo de coleta dos espectros, foram identificadas 
através de cálculos matemáticos aplicados por softwares Winsis e 
Isiscan II. A partir das faixas de contaminação por AFLs 5-20; 20-50 e 
>50 µg/kg obtidas, foi necessário realizar uma seleção com descarte de 
determinados espectros como segue: 
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b) Construção da curva 
 
Para a construção da curva, foram selecionadas primeiramente 
apenas as 41 amostras com concentração ≥ LOQ. Destas amostras, 
muitos espectros apresentaram características e picos muitos 
próximos/semelhantes (Figura 10b) e por conseqüência, a população de 
espectros participantes da curva precisou ser selecionado por 
característica, ou seja, tiveram que ser excluídas da curva de calibração 
(outliers) para que não houvesse tendência nos resultados. A Figura 11 
apresenta a distribuição primeiramente das amostras (32) selecionadas 
que apresentavam faixa de concentração de AFLs de 6,1 a  105,5 µg/kg. 
 
 
Figura 11.  Histograma da distribuição das amostras (32) de milho (Zea mays 
L.) com  AFLs  > LOQ (5µg/kg) obtidos por S-NIR. 
 
Avaliando a distribuição dos dados no histograma, foi 
necessário realizar a exclusão de uma amostra que apresentava com 
concentrações elevadas (105,5 µg/kg), o que contribuiria para erros - 
visto que não haveria outras amostras próximas como referência. 
Também foram excluídas amostras na faixa de 6 µg/kg.  O ideal na 
construção da curva é que ocorra uma distribuição homogênea das 
concentrações entre o máximo e mínimo, por isso a exclusão destas 
amostras.  
 Participaram da curva, espectros de amostras de milho com 
resultados de AFLs por ELISA entre 6,10 e 62 µg/kg. A distribuição 
destas amostras (24) pode ser visualizada no histograma da Figura 12. 
(µg/kg) 
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Nele, é possível perceber que a distribuição dos valores de referência 
ainda não é homogênea (lacunas entre 20-29 µg/kg e 38-48 µg/kg), o 
que pode gerar tendência nos resultados obtidos através da utilização da 
curva gerada. Novos espectros precisam ser coletados a partir de 
amostras contaminadas nas faixas entre 20-34 e 34-48 µg/kg (avaliadas 
pelo método referencia) para melhorar a precisão a presente curva sendo 
construída para o método S-NIR para AFLs.  
 
 
Figura 12.  Histograma da distribuição das amostras (24) de milho (Zea mays 
L.) com aflatoxina que participaram da curva de calibração obtidos por S-NIR. 
 
Corroborando os dados e curvas obtidos, a Figura 13 representa 
a distribuição destas amostras no espaço tridimensional onde é possível 
observar que há amostras representativas em todos os quadrantes porém, 
em alguns deles há uma concentração maior de amostras, o que significa 
que mais espectros devem ser incluídos de forma a termos uma maior 
homogeneidade. A construção deste banco de dados com valores de 
maior abrangência é uma das maneiras de amenizar essa problemática 
(SANTOS,2011). 
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Figura 13. Distribuição espacial das amostras contendo diferentes níveis de 
aflatoxinas detectadas por imunoenzimtico utilizadas na curva de calibração do 
S-NIR (Fonte: dos autores). 
 
Os espectros representam as vibrações moleculares que ocorrem 
no infravermelho, principalmente ligações CH, OH e NH. Podemos 
observar na Figura 10b, que os espectros ficam sobrepostos, ficando 
extremamente difícil de interpretar através deles. Portanto é necessário 
aplicar regressões matemáticas estatísticas, contidas no software do 
equipamento (regressão mínimo quadrados parciais – PLS) onde as 
informações espectrais foram correlacionadas com as informações das 
concentrações obtidas pelo método de referência para AFLs (ELISA). 
Através de combinações lineares dos dados espectroscópicos e dos 
dados de referência, foi obtido o número de variáveis latentes necessário 
para fazer correlações entre os espectros e as concentrações. Foi 
utilizado para construção do modelo de calibração um número de 
variáveis latentes que proporcionasse o menor erro possível de previsão, 
ou seja, que as diferenças entre os valores de referência e valores NIR 
fossem as menores (FERRARINI,2004).   
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c)  Comparação do dados de AFLs obtidos pelo método de 
referência versus S-NIR 
 
A partir dos dados obtidos através dos espectros NIR e 
aplicação de software responsáveis por identificação dos grupos e 
ligações químicas da estrutura das AFLs e outros cálculos estatísticos, 
foi possível determinar a média, desvio padrão (DP) erro padrão de 
calibração (SEC), coeficiente de determinação (R
2
), erro padrão de 
validação cruzada (SECV) e razão da variância (1-VR) além de 
informações relacionadas com faixas espectrais. 
Primeiramente foram (a) selecionados os espectros que 
participariam da curva e (b) informado ao software os valores 
respectivos a cada espectro. A Tabela 1 apresenta as amostras com os 
respectivos valores de AFLs ob tidos porELISA (µg/kg). 
 
Tabela 1.  Relação de amostras participantes da curva de calibração para AFLs 
com respectivas concentrações de aflatoxinas obtidos por ELISA 
Amostras AFLs 
(µg/kg) Número Código 
1 9048/12 32,7 
2 9340/12 51,6 
3 10988/12 57,0 
4 10989/12 48,9 
5 11590/12 9,0 
6 12032/12 11,2 
7 12220/12 62,0 
8 12213/12 6,3 
9 11518/12 8,9 
10 11590/12 9,0 
11 11736/12 38,0 
12 11918/12 8,9 
13 12032/12 11,2 
14 12760/12 9,7 
15 14177/12 7,8 
16 14175/12 6,5 
17 14176/12 7,5 
18 14524/12 6,1 
19 15810/12 56,1 
20 19522/12 14,1 
21 20009/12 14,2 
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22 20010/12 13,1 
23 21388/12 30,3 
24 22802/12 18,8 
 
A estas amostras foi aplicada a regressão mínimo quadrados 
parciais - PLS (partial least- square) e o tratamento utilizados foi o 
2.4.4.1 onde o valor 2 indica a que foi utilizado a segunda derivada para 
eliminar as redundâncias primárias tais como, granulometria, impurezas 
e ruídos eletrônicos do espectro) já o valor 4  - indica um gap de 4 nm, 
para não carregar demasiadamente a quantidade de pontos analisados no 
espectro e o outro valor 4.1 - indica o alisamento primário de 4 nm e o 
secundário de 1 nm. 
Após os cálculos necessários, foi obtida uma curva de 
calibração com R
2
 (RSQ) de 0,9885 indicando que o método é viável 
para detecção de AFLs em milho. Na Tabela 2, pode-se visualizar os 
valores calculados para a curva de calibração. Este valores evidenciam 
que o método pode ser utilizado como teste preditivo para detecção de 
aflatoxinas, porém os valores de erro de validação cruzadas (SECV) 
ainda é alto. 
 
Tabela 2. Número de amostras, média (µg/kg) dos resultados que participaram 
da curva, erro o padrão de calibração (SEC), R
2
 (RSQ), erro padrão de 
validação cruzada (SECV) e 1-razão de variância (1-VR) 
9,5 
 
Média SEC RSQ SECV 1 - VR 
24 22,4542 2,0584 0,9885 7,4508 0,8622 
SEC: Erro padrão de calibração  RSQ: coeficiente de determinação  SECV: erro 
padrão de validação cruzada e 1-VR razão da variância. 
 
Para verificar se os resultados, apresentados na análise de AFLs 
em amostras de milho por S-NIR (a partir da curva de calibração) 
desenvolvida eram próximos dos resultados obtidos na análise por 
ELISA, foi realizada a correlação entre os resultados ELISA e os 
previstos por S-NIR. 
Na Tabela 3 podemos perceber que a maioria dos valores estão 
bastante próximos, demonstrando boa correlação entre eles. No entanto, 
algumas amostras apresentam resíduos de até ± 4,0 (a). Outras, 
apresentam praticamente mesmo resultado por ELISA porém resultados 
bem distintos para NIR (b). Isto demonstra que estas amostras deveriam 
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ser excluídas da curva ou então, fazer um ajuste de BIAS na curva para 
deixá-las com maior correlação. 
 
Tabela 3.  Resultados ELISA x NIR e residual das amostras utilizadas na curva 
de calibração 
Amostras AFLs 
ELISA 
(µg/kg) 
AFLs NIR 
(µg/kg) 
Resíduo 
Número Código 
1 9048/12 32,7 32,497 0,203 
2 9340/12 51,6 50,811 0,789 
3 10988/12 57,0 55,724 1,276 
4 10989/12 48,9 49,098 -0,198 
5 11590/12 9,0 6,759 2,241 
6 12032/12 11,2 9,951 1,249 
7 12220/12 62,0 61,444 0,556 
8 12213/12 6,3 7,63 -1,330 
9 11518/12 8,9 6,923 1,977 
10 11590/12 9,0 13,063 -4,063 
11 11736/12 38,0 35,305 2,695 
12 11918/12 8,9 7,435 1,465 
13 12032/12 11,2 14,699 -3,499 
1 12760/12 9,7 11,956 -2,256 
41 14177/12 7,8 7,056 0,744 
51 14175/12 6,5 5,091 1,409 
6 14176/12 7,5 7,874 -0,374 
17 14524/12 6,1 6,420 -0,320 
18 15810/12 56,1 58,635 -2,535 
19 19522/12 14,1 15,337 -1,237 
20 20009/12 14,2 13,359 0,941 
21 20010/12 13,1 11,687 1,413 
22 21388/12 30,3 29,486 0,814 
23 22802/12 18,8 20,759 -1,959 
 
Na Figura 14(a), temos a correlação destes resultados na forma 
de gráfico, onde é possível perceber o valor do ângulo de inclinação (R
2
) 
da curva e concluir que a extrapolação da curva será confiável. Já na  
 
Figura 14 (b), temos a distribuição dos resíduos, ou seja, das diferenças 
encontradas entre os dois métodos. Podemos perceber que há uma tendência a 
resultados mais altos do que os reais. Para minimizar isto, ajustes de BIAS são 
(a) 
(a) 
(b) 
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necessários e novas amostras que não tenham participado da curva servirão para 
validar a equação. 
 
 
Figura 14. (a) Plotagem  dos valores do método referencia por ELISA x S-NIR. 
(b) Distribuição dos valores dos resíduos entre resultados do método referência 
por ELISA x S-NIR. 
 
4 CONCLUSÕES 
 
As micotoxinas estão presentes em quantidades muito pequenas 
(na ordem de traços: partes por milhão) e por isso sua análise torna-se 
bastante complexa e necessita de método sensívei, seletivo e acurado. 
Os resultados obtidos no presente trabalho evidenciam o 
potencial da S-NIR como um método mais fácil e rápido para detecção 
de AFLs em amostras de milho, se comparado com as técnicas 
tradicionais. Correlação entre os valores do método referência e NIR 
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demonstrou que, ajustes e maior quantidade de amostras que aumentam 
a homogeneidade das concentrações preenchendo as lacunas sem 
resultados representativos e ampliando a faixa de resultados (< 6,1 e > 
62 µg/kg), aumentarão a confiabilidade e precisão do modelo proposto. 
Portanto, novos espectro necessitam serem coletados e incluídos na 
curva de calibração, a medida que forem sendo identificadas amostras 
com resultados dentro do intervalo estabelecido (1 a 50 µg/kg), de forma 
a tornar a curva mais robusta, melhorando o valor de R² e demais 
variáveis. Assim, apesar da curva apresentar resultados satisfatórios, a 
inclusão destas amostras poderá resultar em uma maior precisão na 
determinação desta curva. 
A espectroscopia de infravermelho próximo oferece múltiplas 
vantagens: não ser destrutiva, não usar produtos tóxicos, não gera 
resíduos e é um procedimento de baixo custo e rápido exigindo apenas 
alguns minutos para coleta dos espectros e previsão da concentração de 
AFLs. Como desvantagens, podemos citar a dificuldade/demora de se 
conseguir curvas robustas, requerendo muitas vezes um grande número 
de amostras como referência. Outra dificuldade está na heterogenidade 
da contaminação que dificulta tanto a análise por NIR como as 
tradicionais. 
A técnica proposta pode ter aplicações práticas para triagem de 
amostras de milho contaminados por aflatoxinas. Trabalhos futuros com 
aplicação em amostras naturalmente contaminadas a níveis mais 
elevados que  50 ug/kg precisam ser avaliados/realizados bem como, 
aplicação de uma validação mais robusta e consistente com um número 
maior de amostras, se faz necessário. 
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4. TRABALHOS FUTUROS 
 
O desenvolvimento destes trabalhos abre uma perspectiva da 
realização de trabalhos futuros. 
 Em relação ao Trabalho I, novos estudos poderão ser realizados 
levando em conta os resultados apresentados. Poderão ser realizados 
estudos da  incidência de AFM1 no leite destas propriedades em que os 
animais consomem a silagem contaminada de forma a tentar definir  
quais seriam realmente os limites máximos para que não houvesse 
transferência da AFLs para o leite. Também poderiam ser realizados 
inventários sobre problemas reprodutivos ocorridos nos animais da 
região em estudo e tentar correlacionar com a contaminação por 
zearalenona  encontrada. 
 Já para o Trabalho II, além da validação da curva com amostras 
contaminadas, poderiam ser verificados a possibilidade de determinar a 
região do espectro onde é determinada a aflatoxina de forma que ao 
invés de quantificar, se determinasse apenas se está dentro ou fora do 
LMT utilizando esta ferramenta na classificação de cereais. Além de 
aflatoxinas, poderia ser determinado também curvas de calibração para 
outros contaminantes com por exemplo fumonisisnas e zearalenona, 
entre outros. 
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Figure 1.  The use of silage in ruminant nutrition 
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The use of silage in ruminant nutrition is very common. 
Due to the need for forage intake, it is a good alternative 
to maintain the forage supply between winter and 
summer crops (Figure1). Several plants are used for the 
manufacture of the silage, most common are: whole 
plant corn, humid grain corn, sorghum, oats, ryegrass 
and Tifton. Due to processing, and especially, to storage 
of the silage, these may be subject to contamination by 
mycotoxins. Mycotoxins are fungal metabolites that can 
cause losses to the productive chain of dairy cattle, 
besides being a public health problem. Whereas 
metabolites such as aflatoxin M1 can be eliminated in 
the milk causing problems to consumers. In cows, the 
effects of mycotoxins are variable, depending on the 
mycotoxin that is involved: it can occur reduced 
reproductive performance, digestive disorders, low food 
consumption, immunosuppression, reduced productivity, 
apathy signals and death in extreme cases. 
OBJETIVES 
The objective of this study was to evaluate the positivity 
rate and average contamination by aflatoxin (AFLs), 
fumonisins (FBs) and zearalenone (ZON) in corn silage 
ingested by ruminants, especially dairy cows. 
A total of 357 samples of corn silage for feed ruminants 
from agricultural properties in the states of RS, PR and 
SC (Southern Brazil) were evaluated in the period of 
Jan/2010 to jun/2011. The samples were dried and the 
analysis of AFLs (LD= 1,4ppb; LQ=5ppb), ZON (LD=10ppb; 
LQ=25ppb) and FBs (LD=0,2ppm; LQ=0,5ppm) were performed 
by ELISA (immunoassay). 
The results were expressed as dry weight. Out of the 
357 samples evaluated the average concentration (AC) 
was 17.45 ppb to AFLs with maximum value found of 
105.40 ppb. To FBs the average was of 526.10 ppb for 
with maximum of 17.600 ppb and 294.40 ppb for ZON 
with maximum of 980.6 ppb. The positivity of these 
samples was 95.5% for AFLs, 72.8% for FBs and 99.4% 
for ZON (Table 1). Analysis showed contamination by 
mycotoxin of corn silage for the feed of dairy cattle in 
the Southern Brazil. Highlighting: The average 
concentration levels of AFLs (17.45 ppb) and ZON 
(294.4 ppb) and positivity of 95,5 and 99.4%, 
respectively. 
Table 1: Summary of the results 
Micotoxins AC (ppb) Max.(ppb) Positivity (%) 
Aflatoxin 17,45 105,40 95,5 
Zearalenone 294,40 980,60 99,4 
Fumonisins 526,10 17.600,00 72,8 
   AC: Average Concentration   Total samples = 357 
 
Considering the values found, the need for consumption 
and the possible economic loss, becomes necessary to 
instruct producers about good practices in the 
production of silage in order to reduce the levels and 
positivity detected. Another option is the inclusion of 
adsorbent additives in the feed of these animals in order 
to control this intake. 
 
 
 
122 
 
 
 
 
 
 
  
 
  
 
 
 
 
                                        
 
 
 
 
 
 
Table 1  The summary of results of the States 
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In 2010 were produced about 3.200.000 tons of pork in 
Brazil. About 50% of this total was produced in the 
Southern region that includes the states of Rio Grande do 
Sul (RS), Parana (PR) and Santa Catarina (SC). To 
produce this amount of meat it can be said that needs a 
consumption about of 8.000.000 tons of feed. Part of this 
feed can be contaminated by mycotoxins that cause 
several damage to health of pigs. Among the most 
common problems are the reproductive, respiratory, 
immunosuppressive, enteric and carcinogens that can 
cause alterations of the lot or even death of animals. 
OBJETIVES 
This study aims to evaluate the average concentration and 
the percentage of samples positive for aflatoxins (AFLs), 
fumonisins (FBs) and zearalenone (ZON) and compare 
the results of the three Southern states during the year 
2010. 
A total of 753 samples of feed intended for consumption of 
pigs from the states of RS, PR and SC were collected. 
The samples were analyzed for AFLs (LD= 1,4ppb; LQ=5ppb), 
ZON (LD=10ppb; LQ=25ppb) and FBs (LD=0,2ppm; LQ=0,5ppm) by 
ELISA (immunoassay). 
Encompassing the samples of the three states, we 
observed in 2010 an average contamination (AC) of 
5.11, 1849.1 and 39.60 ppb for AFLs, FBs and ZON, 
respectively. With 67.9, 97.5 and 92.4% of positive 
samples, respectively, for the same mycotoxins. An 
index of expressive positive ness. When the 
concentration of mycotoxins were compared by state 
different variation on aflatoxins and fumonisins was 
observed, particularly in the concentration of mycotoxins 
levels. The contamination levels of AFLs by the states 
were: 1.37, 4.45 and 10.83 ppb, respectively, for PR, 
SC and RS, but the percentage of positive samples did 
not differ greatly from state to state, being them 
respectively 65.5, 68.2 and 69.5%. Regarding the 
analysis of FBs, the average concentration and 
percentage of positive samples by state was: 2730.2 
ppb and 100% of positive samples in the PR, 1836.44 
ppb and 97.8% in SC and 906.15 ppb and 93.5% of 
positive samples in RS. Highlighting the PR for the high 
level of contamination and with all positive samples. 
With regard to ZON, both the concentration and the 
percentage of positive samples did not differ when 
compared between the state, being the percentage of 
positive samples of 95.9, 92.0 and 90.4%, respectively, 
for PR, SC and RS. The average concentration of these 
states in 2010 was 32.87, 44.77 and 29.74 ppb for PR, 
SC and RS, respectively. The summary of results is 
presented in table 1. 
 
 
These variations in the percentage of contaminated 
samples and average levels of contaminated may be 
related to several factors, including the climate, the 
varieties of grown corn, the composition of the diets 
analyses and form of storage of grain. More studies 
should be conduted to determine more conclusively 
what factors are involved. 
 
 
STATE 
Aflatoxins Fumonisins Zearalenone 
AC(ppb) Positivity
(%) 
AC (ppb) Positivity
(%) 
AC(ppb) Positivity
(%) 
SC 4.45 68.2  1836.44 97.8  44.77 92.0  
RS 10.83 69.5  906.15 93.5  29.74 90.4  
PR 1.37 65.5  2730.27 100  32.87 95.9  
AS 5.11 67.9  1849.11 97.5  39.60 92.4 
   AS: Average for the states      Total samples: 753 
 
 
